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Introduction

La fin du dernier siécle a vu I'émergence d'un reaw type de maladies du systeme
nerveux qui laissa longtemps la communauté sciguéf dans I'expectative du fait des
particularités de son agent pathogene. On regrbempeemble de ces maladies sous le terme
d’encéphalopathies spongiformes subaigués trandeis§YESST). C’est avec la médiatique
maladie de « la vache folle » et son importargugsde zoonose, que les recherches se sont
rapidement intensifiées. On arriva ainsi a diversgsotheses sur l'identité de lI'agent de
nature essentiellement protéique, mais les outidssmues d’exploration cellulaire ne
permirent pas de les veérifier. C'est I'avancée dhess techniques de transgenése et en
particulier la fabrication de souris « knock-ouju permit aux chercheurs de progresser dans
I'étude de ces maladies.

Apres avoir décrit les différentes ESST et ce gserhoyens classiques d’études avaient
permis d’en étudier, nous présenterons les difféseetechniques de transgenése, avant de
nous attacher a I'étude des principaux résultatse® grace aux souris transgéniques, dans

la connaissance de ces maladies.



Premiére partie : Généralités sur les Encéphalopa  thies
Spongiformes Subaigués Transmissibles

Au cours des dernieres décennies on a pu mettrevidlence de nombreuses maladies
affectant le systeme nerveux, dont la pathogéni®gdé aux mécanismes des maladies
classiques infectieuses. Ces pathologies affeateigrand nombre d’espéces de Mammiferes
allant de la souris a ’'homme, et leur étiologiatiaue de dérouter les scientifiques. C’est un
vétérinaire islandais, Bjorn Sigurdsson, qui en4lparla le premier de « virus lent » au cours
de ses travaux sur la tremblante du moufpdl]. En 1992 Stanley B. Prusiner émet
I'hnypothése du « prion $L11], concept pour lequel il recoit le Prix Nobel de dééine en
1997.

Dans cette partie, nous nous attacherons a ddesrelifférentes maladies qui ont été
rencontrées chez 'homme ou l'animal, ainsi que degrses hypothéses qui ont pu étre

émises concernant leur étiologie.

|. Caractéres généraux

Toutes ces maladies sont des encéphalopathiegipares subaigués transmissibles
(ESST). En effet on retrouve toujours quatre carastrécurrents :

-encéphalopathie : c’est toujours le systéme nerwaumtral qui est affecté avec des
symptébmes d’ordre nerveux. lIs sont d’abord frugtesc par exemple perte de mémoire
chez 'homme, trouble du comportement chez les ankm puis une évolution assez
rapide de quelgques semaines a quelques mois, geés agne phase d’ataxie avec
hyperesthésie voire démence chez 'homme, conaextorablement a la mort ;

-spongiforme : au niveau anatomo-pathologique, atrouve toujours une

dégénérescence neuronale avec une vacuolisatioeudopile (appelée spongiose) et parfois
accumulation de plagues amyloides. Les régiong/shigérse nerveux central atteintes varient
selon les pathologies ;

-subaigué : I'évolution de la maladie est toujolarste avec en particulier une phase

d’incubation longue allant de quelques mois a plus années ;

-transmissible : de nombreuses études ont monte® lguquasi-totalité de ces

pathologies étaient transmissibles aux animauwsalderatoire (surtout rongeurs ou primates).



Cette transmissibilité est possible par voie oraeus-cutanée, intra-musculaire, intra-
veineuse et intra-cérébrale. C’est cette voie gquiaplus efficace et c’est surtout celle dont
les phases d’'incubation sont en général les plugesn Pour des gains de temps, c’est donc
celle qui est la plus utilisée. Il faut noter ques demps d’incubation restent encore assez
longs, surtout lors de la premiere transmissioreriespéce. On parle de barriere
interspécifique. Apres plusieurs passages sur asssuccessifs de souris, on obtient des
délais d’'incubation réduits (par exemple, pourds de la tremblante, de I'ordre de quatre a
cing mois[34]). Il est méme possible d’induire une encéphalapathez le hamster doré de
Syrie (SHa) dans un délai de 70 jours seulerf#nt83]

Il a aussi été démontré qu’il existait unatieh linéaire entre le temps d’incubation et la
dose infectieuse, ce qui a permis de monter degrieentations sur seulement quatre
animaux au lieu des 60 requis auparayahb?].

A ces quatre caractéres, il faut ajouter qiem Iretrouve toujours une absence
d’'inflammation ainsi que de toute réponse immuniojog détectable.

[l. Les ESST humaines

On retrouve quatre grands types : la maladie detZfieddt-Jakob, le kuru, le syndrome de

Gerstmann-Straissler-Scheinker et I'insomnie fdtaldliale.

A. La maladie de Creutzfeldt-Jakob

Elle fut décrite dés le début du siécle dernier@aautzfeldt et Jakofl17] mais ce n’est que
dans les années 60 que I'on a montré le caragereggorme de cette maladie, et que I'on a
envisageé sa transmissibil{tés].

Il s’agit d'une affection rare, de répartition maeld et dont I'incidence est estimée a un
cas par million d’habitants et par an. Cliniquement a tout d’abord une phase prodromique
aspécifiqgue (asthénie, amaigrissement, troubles sdmmeil). Ces prodromes sont
généralement suivis par une phase démentiellgppahaussi avoir des signes cérébelleux ou
visuels dominants. Cette phase d’état évolue tosjoers un état démentiel associé a des
myoclonies. L'évolution, toujours mortelle, se déleosur une durée moyenne de quatre mois.

Sur le plan lésionnel, on trouve des pertes nelgenane prolifération astrocytaire et des
vacuoles au niveau du neuropile. Par contre legupl amyloides sont rares (10 a 15 % des

cas)



On distingue quatre formes de MCJ classées salos tirconstances d’apparition :

- La maladie de Creutzfeldt-Jakob sporadique (sMCJ) :

La forme sporadique de la maladie représente em@80% des cas de MCJ. L'apparition
de la maladie est toujours spontanée chez desfigés (60 ans en moyenne) et d’évolution
relativement rapide (4 a 8 mois selon les étufiek)20] Les signes cliniques sont les signes
classiques des MCJ c’est-a-dire une démence avexlomyes et un dysfonctionnement
cérébelleux. Des études épidémiologiques rétrosscbnt tenté de définir des facteurs
communs aux cas sporadiques. Les résultats n'antrnuatré de fréquence plus élevée dans
les régions d’élevage mais, par contre, une augtient en fonction de la densité de

population. Il n’est pas ressorti de ces étudegdtence de professions « a risqué4].

- La maladie de Creutzfeldt-Jakob d’origine famdi@MCJ) :

Les cas familiaux représentent 5 a 15 % desleddCJ. Historiquement il fut constaté qu’il
existait quelques régions ou la MCJ avait une i@ anormalement élevée, notamment
parmi les populations juives d’origine libyenne. ®nl’abord mis cette incidence importante
en relation avec la consommation d'yeux de moutanges populations ; mais en fait, il
semblerait plutét qu'elle soit liée a I'existence das familiau{75]. De nombreux cas ont
ensuite été identifiés sur tous les continents.

Dans les familles touchées, la maladie prend uactere héréditaire et le mode de
transmission semble étre autosomique dominant. @mouve trois lignées de fMCJ qui
correspondent a trois mutations différentes. Lgaes cliniques sont comparables a ceux de
la SMCJ, mais ils apparaissent chez des sujetsigulnes (45 a 55 ans de moyenne selon les

types) et la durée d’évolution en est sensiblempkrit longue (jusqu’a 50 moifd1, 94, 85]

- La maladie de Creutzfeldt-Jakob d’origine iatnog&iMCJ) :
La nature transmissible de la MCJ fut décrite dé68lchez un chimpanzé aprés une
inoculation intra-cérébrale d’extraits biopsiquesvenant du cerveau d’'un patient atteint de
MCJ [56]. Bien que possible, la transmission d’homme a hemm fut pas rapportée avant
1974, date a laquelle Duffy décrivit un patient @gés5 ans qui développa une MCJ 18 mois
apres avoir recu un greffon de cornée provenamt danneur atteint de M(43].
On a pu ensuite rencontrer d’autres modes de camadion iatrogene : les électrodes

intracérébraleg$8], les instruments chirurgicayt59], les gonadotropines issues de glande



pituitaire de patients décédés de M[37], les hormones de croissance produites a partir
d’hypophyse de patients décédés de NI®1] et les greffes de dure-méj@2, 141] L'age
d’apparition des symptémes dépend de I'age de pong&ion, mais globalement on retrouve
des patients beaucoup plus jeunes que pour descMs€xsiques.

Par exemple pour la IMCJ associée a l'injectionodimone de croissance (c’est la plus
répandue), 'age moyen est de 30 ans. Les sympt8omscomparables a ceux des autres
MCJ avec en début d’évolution des anomalies de d#mainsi qu'une ataxie. De plus, au

niveau histologique, on retrouve frequemment daques amyloides.

- Variant de la maladie de Creutzfeldt-Jakob (VMCJ) :

Le premier cas de ce nouveau type de MCJ a été& dacAngleterre en 1994. Depuis, on
en a recensé en Angleterre (au 3 février 2003),cB32décédés et 8 cas survivants (source :
site internet du « Department of Health », Montliseutzfeldt-Jakob Disease Statistics -
Cette pathologie touche des patients plus jeungise \des adolescents. L’age moyen des
malades est d’environ 28 afE60]. La coincidence géographique et chronologiqueade |
vMCJ et de I'encéphalopathie spongiforme bovineRE$uchant les bovins essentiellement
en Angleterre, ainsi qu’a un degré moindre en Fgarec rapidement fait penser que la
contamination serait due a l'ingestion d’élémemstaminants d’origine bovine. En effet
depuis 1987 l'essentiel des cas d’ESB rencontrés dea monde I'ont été en Europe de
I'Ouest et quasi exclusivement au Royaume-Uni. AuSeptembre 2002 les statistiques
cumulées donnaient un total de cas d’'ESB déclazés8@ 779 pour le Royaume-Uni contre
seulement 4 810 pour le reste de I'Europe (soure&al L'évolution de la maladie se
déroule sur une moyenne de seize mois. On obsémnérglement chez les patients d’abord
des prodromes d’ordre psychiatrique suivis de plagege ou de dysesthésie. Les signes
neurologiques des MCJ classiques apparaissent tenstardivement. Anatomo-
pathologiqguement, on retrouve surtout des plagosdaides entourées de vacuoles (appelées
plaques « florides ») caractéristiques, ainsi geg késions neuronales des MCJ classiques

avec une localisation spécifique au niveau du gandjasal et du thalamus.



B. Le kuru

C'est la premiére ESST humaine découverte. Gadjusgharfaitement étudié cette
affection aussi bien d’'un point de vue épidémiaiog que clinigue. Il semblerait que cette
maladie soit apparue vers 1900 en Nouvelle-Guinais ite n'est qu'en 1957 que Zigas et

Gadjusek I'ont décrite chez les membres de la trdne.

Le tableau clinique est précédé de prodromes ndrtifgpues (malaises, céphalées,
arthralgies). Ensuite, la phase d’état est canaéipar une atteinte cérébelleuse ataxique ; les
signes démentiels sont rares et il N’y a pas dectagee. L'évolution est toujours fatale, avec

une durée moyenne de douze njbH.

Au plan histologique on observe une gliose, uneédégescence neuronale avec

vacuolisation, une spongiose au niveau du neurepilm dépot de plaques amyloides.

Ces lésions se localisent principalement dans feexoet en particulier au niveau du

cervelet.

L’évolution du kuru au sein de la population étage a I'existence d'un cannibalisme
rituel. En effet, chez les peuplades ou sévissakuru, il existait une coutume mortuaire au
cours de laquelle les femmes et les enfants priggpdadias cadavres de leurs proches décédés
et consommaient plutbt les viscéres et le cervemihommes se réservant les meilleurs

morceaux (muscles).

Cette hypothése est confirmée par deux faits :
- les individus touchés étaient essentiellemenfel@snes et des enfants.

- apres l'arrét du cannibalisme, I'incidence deecaffection a rapidement dédib].

Il s’agit d'une maladie transmissible comme I'a rirérla transmission expérimentale au

singe par voie orale et parentérgid].

La principale hypothése pouvant expliquer I'existeret le développement du kuru serait

I'apparition de cas sporadiques de maladie de Zieldt-Jakob au sein de cette population



qui, compte tenu du cannibalisme, aurait aboutnaintien et a I'extension de cette affection
sous une forme quelque peu différente.

C. Le syndrome de Gerstmann-Straussler-Scheinker (GSS)

Cette affection est rare mais trés intéressanteellar est héréditaire. Le mode de
transmission est autosomique dominant.
Selon les types de la maladie, les patients 8gés en moyenne de 40 a 50 ans et la
maladie évolue sur une longue période d’au moiasss].
L’expression clinique dominante est une ataxie lzgléuse avec une démence en phase

terminale. L’évolution se fait en général sur carg[76].

Sur le plan histologique, on retrouve une perte romale accompagnée d’une
dégénérescence des voies spino-cérébelleusestiebapinales (que I'on ne rencontre ni
dans le kuru, ni dans les diverses formes de MQ3&. gliose et des plaques amyloides sont
également présentes. L'état spongiforme est varieinconstant.

Cette affection est transmissible, et ce d’autdu facilement que I'état spongiforme est
important[3, 64].

D. L'insomnie fatale familiale

Depuis 1939, un type de patients atteints de déeneséeére et de lésions dégénératives
symeétriques caractéristiques au niveau du thalarauaijt été décrit[133], mais c’est
seulement en 1986 que Lugaresi et ses collabosapetiidentifié la maladie et 'ont nommée
« Insomnie fatale familiale». On retrouve la emcame maladie héréditaire avec un mode de
transmission autosomique domingBR]. C'est une maladie extrémement rare (jusqu’en
1999, seules 24 familles porteuses ont été isalées le mondgs]. Cliniquement, la maladie
touche des patients agés en moyenne de 49 ansleé &ur une année avec des symptomes
commencant par des troubles séveres du sommeile (iggsomnie) associés a un
dysfonctionnement de plus en plus important duesyst nerveux autonome (hyperthermie,
tachycardie, hypertension...). Histologiquement, @mouve surtout des lésions dégénératives

au niveau du thalamus.



lll. Les ESST animales
A. Latremblante des ovins et des caprins

C’est certainement la mieux connue des maladiesiang car elle a fait I'objet de

nombreuses recherchg®9] et ce depuis longtemps.

La tremblante sévit depuis le début du XVllle ssecbn la connaissait alors surtout en
Grande-Bretagne ou elle évoluait sur un mode eiqofil 24].

Le mouton est plus sensible que la chévre a cHéetian. Les animaux atteints sont agés
de trois a quatre ans avec un minimum de dix aelouzs. Il a été noté une diminution de la
durée d’incubation, c’est-a-dire un abaissement'atge d’apparition des symptémes avec
I'augmentation de l'incidence au sein d’'un troupeanné ; ce phénomene pourrait étre lié a

une augmentation de la pression d’infec{i29i.

Au plan mondial, la maladie est largement répandaeNouvelle-Zélande et I'Australie
semblent en étre indemnes. En France, il est illiffile se faire une idée sur sa répartition
géographique, mais il est vraisemblable qu’ellesgperpose avec celle de I'élevage ovin.
Cependant, compte tenu de I'élimination rapide al@isnaux par les éleveurs, la fréquence
réelle est certainement sous-estimée. En Grandedre, la proportion de troupeaux de plus

de cent brebis atteints ou ayant été atteintseseltiante est de 30 %.

A I'échelle de I'exploitation, I'incidence annuelkst faible (0.5 & 2 %) dans un premier
temps. Les cas semblent d’abord sporadiques, mdisfection se maintient, peu a peu

I'incidence augmente et peut méme atteindre 10 %.

Sur un plan clinique, aprés une période d’inculpatbujours longue, on observe une phase
prodromique de troubles du comportement souvertrétis. La phase clinique proprement
dite correspond a l'apparition des symptémes nerveprurit, hyperesthésie et ataxie
cérébelleuse. L’évolution de la maladie aboutifdars a la mort de I'animal dans un état de

cachexie avancée malgré la conservation de I'agféd].

L’évolution se déroule en deux semaines a six naeiec une moyenne de un a deux mois.
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L’examen histologique conduit la plupart du tempsra diagnostic de certitude. Les
lésions observées sont non-inflammatoires et sygués. On note principalement une
dégénérescence et une vacuolisation des neuronesasirogliose et une spongiose du
neuropile. On trouve également de facon moins eotstla présence de plaques amyloides.
Chez les ovins, la lésion la plus caractéristigsiecertainement la vacuolisation neuronale
due a la présence de vacuoles dites en « bullesmn » dans le protoplasme de certains

neurones.

La transmissibilité de la tremblante a été démenpa Cuillé et Chelle en 19384].Ce
sont eux qui, la méme année, ont démontré le @maet filtrable » de I'agent. Dans les
conditions naturelles, la maladie n’est que tréselment contagieuse ; la contagion peut étre
alors horizontale ou verticale. La période la pessible pour la transmission de la maladie
est la période péri-partum. En effet on a démdatgrésence de I'agent dans les enveloppes
et les tissus foetaux, les sécrétions nasales eymujées. Lors de la mise-bas de brebis
infectées, le placenta est une véritable « bomberians » capable de contaminer
I'environnement. Des expériences récentes indigeependant que la contamination des

agneaux se fait aprés la mise-bas par tétée de lirarseuilléedl].

La contagion horizontale est aussi possible. Edearmit se faire a partir de matieres
virulentes (jetage, salive, liquide et enveloppestales). En considérant la longueur
importante de la période d’incubation, pour que ttansmission puisse s’exprimer

cliniguement, il faut que I'animal contaminé satipe.

Ainsi, quel que soit le mode de transmission eméséa période critique est 'agnelage car
elle correspond a la présence de matiéres virdestted’animaux nouveaux-nés sensibles
[35].

La plupart des cas existants chez la chevre proeind’élevages ou cohabitent ovins et

caprins. Notons aussi que le mouflon semble nd¢meint sensible a la tremblante.
La transmission et la sensibilité sont en grand#éiepgénétiques. Cela a été rapidement

mis en évidence par I'existence de races plusisessjue d’autres. En effet certaines lignées

de mouton sont résistantes a la maladie. |l y @@moment en France une campagne de

11



sélection génétique sur le cheptel Francais vidarg garder que les reproducteurs porteurs de
I'alléle de résistance (ARR) a la Tremblaf6, 95]

B. L’encéphalopathie transmissible du vison (TME pwansmissible mink
encephalopathy)

Cette affection est rare. Elle sévit dans les @esale visons et a surtout été décrite aux
Etats-Unis ou elle apparut en 194B].

La TME est une affection sporadique, mais une étéblie dans un élevage, elle revét un

caractere enzootique ; 10 & 100 % des reprodugbeurgent étre atteinf$16].

Apres une période d’incubation de sept a douze,rfeEsymptdmes nerveux apparaissent.
Dans les premiers temps, on note une hyperestletsiges troubles du comportement
(agressivité, modification des lieux de défécati@livent une ataxie locomotrice et un état
de somnolence d’autant plus évidents qu’ils suatiedd hyper-excitation initiale. En phase
terminale, une agressivité incontrolée avec autatioh est fréquente. La maladie est

toujours mortelle en deux a sept semaines.

Les lésions histologiques décrites sont une vasaidin du neuropile, une dégénérescence
neuronale et une astrocytose. L’'aspect lésionngblls caractéristique est certainement

I'aspect spongiforme avec de petites vacuoles mnde

Des études sur les causes de I'émergence de ffettBam ont démontré le réle d’aliments
contaminés. Il s’agit d’'une anazootie. Le fait queepetit carnivore est alimenté en élevage
avec des carcasses bovines ou ovines laisse & pereska TME est issue de la tremblante ou
de 'ESB.

C. L’encéphalopathie spongiforme bovine (ESB)

Cette pathologie touche I'élevage bovin et surlaitier. Les premiers cas ont été décrits et
confirmés en 198148] en Grande-Bretagne surtout dans le Sud et darss (FHg. 1).
Depuis, lincidence annuelle de [I'épizootie, d'atborfaible (130 cas en 1987), a
progressivement augmenté jusqu’en 1993 (prés d®a@@as déclarés) et depuis cette date le
nombre de cas diminue lentement. La maladie s'estite déclarée dans de nombreuses
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régions du monde, d’abord en Europe puis au Caaadécemment le Japon a déclaré son
premier cas. Dans tous ces pays, |'épizootie antkgyd connu un degré bien moindre qu’au
Royaume-Uni (1 174 cas en 2001 et depuis 1987 tah de@ 182 779 cas déclarés au 30
Septembre 2002 (source Defra).

046,99 %

7a13,99 %

14 220,99 %

B 1 N

21%

Fig. 1. [156] Pourcentage de troupeaux laitiers ayant présenigoins un cas d’'ESB de 1986 a 1990.

Cette affection touchait au départ des animaux &gesmoyenne de 3 a 6 ans;
actuellement, l'arrét de la contamination entraime augmentation de 'age moyen. Au
niveau clinique, la maladie débute toujours disrant par un changement de
comportement. Puis, progressivement, ces trouldggmavent et sont peu a peu associés a
des problemes locomoteurs, une hyperesthésie guisine agressivité importante. La
maladie évolue lentement de maniére apyrétiquer@s semaines a Six mois vers un

décubitus permanent conduisant inexorablementréota[132].
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Au niveau anatomo-pathologique, on retrouve uneédé@gscence neuronale avec une

vacuolisation importante du neuropile ainsi quddpot de plaques amyloides.

La coincidence épidémiologique entre les cas d’ESRButilisation de farine de viande et
d’'os (FVO) évoque une origine de la maladie plaihe. Un changement dans le mode de
préparation des FVO (I'abandon de I'extraction degps gras par solvant organique) aurait

permis a I'agent infectieux de la tremblante devisue et de contaminer les bovifib5].

D. Autres maladies a prions animales

On a recensé certaines pathologies ayant poumerggpit les FVO contaminées ou bien
méme des tissus bovins contaminés. Par exemplepdalopathie spongiforme féline (FSE)
qui affecte le chat, 'encéphalopathie des ongak&giques qui atteint des animaux tel I'oryx

ou le nyala et la maladie du dépérissement chreniyez les cervidés nord-américains.

A cela il faut ajouter toutes les pathologies gioa la pu voir se développer chez une
grande diversité d’animaux de laboratoire aprésutaiion orale, parentérale ou intra-

cérébrale.

Au bilan, on retrouve donc un ensemble de maladifectant le systeme nerveux d’un
grand éventail d'especes de mammiferes ayant poocipal point commun la possible
transmissibilité intra comme inter-spécifique. Ellgosseédent toutes un agent infectieux qui
jusqu’il y a une dizaine d’années avait laissé leemip la communauté scientifiqgue. C’est en
étudiant les propriétés et la nature de cet aganicplier que les connaissances sur les ESST

ont pu progresser.
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MALADIES HOTE MECANISME DE PATHOGENESE
Kuru Population Fore Contamination par cannibalisme rituel
IMCJ Humains Infection par hormone de croissance
contaminée, greffe de cornée, etc.

vMCJ Humains Contamination par prions bovins ?

fMCJ Humains Mutation dans la lignée germinale du
géne du prion

GSS Humains Mutation dans la lignée germinale du
gene du prion

FFI Humains Mutation dans la lignée germinale du
géne du prion (D178N, M129)

sMCJ Humains Mutation somatique ou conversion
spontanée de PrRen PrB°?

FSI Humains Mutation somatique ou conversion
spontanée de PrRen Pri°?

Tremblante Ovins et Caprins Infection d’animaux génétiquement

sensibles

ESB Bovins Infection par des FVO contaminés

TME Visons Infection par des prions d’origine ovine
ou bovine ?

FSE Chats Infection par des tissus bovins ou des

FVO contaminés

Encéphalopathie des
Ongulés exotiques

Nyala, Oryx, etc.

Infection par des FVO contaminés

Tableau | : Les différentes ESST
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IV. Propriétés de I'agent infectieux

Ce type de maladies souléve un probleme de biofog#amentale sur la nature de I'agent
et la pathogénie. Ses propriétés inhabituelleq B@fini comme un « agent transmissible non
conventionnel » ou ATNC.

A. Caractéres physico-chimiques de 'ATNC

Des les premiers travaux, les propriétés des agesionsables des encéphalopathies
spongiformes se sont révélées trés difféerenteg dgie 'on connaissait jusqu’alors.
1. Filtrabilité, densité
La filtrabilité des ATNC les a fait classer inigmhent parmi les virus. L'agent de la
tremblante est filtrable a travers une membrane lgsrmpores mesurent 25nm de diamétre. En
revanche celui du kuru ou de la MCJ n’est filtradplea travers des pores de 100f%8].

A partir d’'une série de centrifugations différeliie d’extraits provenant de rates de souris
infectées, I'étude du profil de sédimentation @gént de la tremblante a permis de mettre en
evidence I'existence de plusieurs particules derddefficient de sédimentation varie de 60S

a1 000s.

L’hétérogénéité en taille, densité et charge élpatr suggere la présence de protéines a la

surface de ces patrticules.

2. Résistance aux agents physiques

La résistance de I'agent transmissible est ungogwiétés clés. Cette faculté a résister a

de nombreux agents physiques et chimiques est iale en matiere d’épidémiologie.
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La résistance de I'ATNC aux agents physiques asimée dans le tableau Il :

AGENT MODALITES EFFET
100°C, 30 mn Aucun
100°C, quelques heuref Diminution nmoyedu titre

Chaleur humide infectieux
120°C, 1 heure Forte diminution et
infectieux
136°C,30 mn Inactivation
Froid -70°C, plusieurs années Conservation
5-10 ergs/mmz2 a 254 nm Résiste
Ultra-violets
5-10 ergs/mm2 a 237 nm Inactivation partielle

Tableau |l : Résistance aug hysigues de 'ATN{34

0 Température
La résistance a la température est trés importdidgent résiste une heure a 121°C en

chaleur humide et 24 heures a 160°C en chaleuesech

Les normes de décontamination pour la préventiola éi&nsmission iatrogene de la MCJ
sont un passage d’'une heure a l'autoclave a 13@°I8aninutes a 134-138988].

Le froid n'a aucune action sur I'agd@s, 101]

0 Rayonnements
L’ATNC est tres peu sensible aux rayons ionisahtsug ultra-violetg55].
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- Ultra-violets : L'agent résiste a 5-10 erg/mm22&4nm ; par contre, il est
partiellement inactivé a 5-10 erg /mm? a 237nmguiecorrespond & un spectre d’inactivation
atypique.

On estime que I'action des UV a 237nm est six fnipérieure a celle des UV a 254nm
(longueur d’onde inactivant les acides nucléiques).
- Rayons ionisants : L’action des rayons ionisauniisles ATNC est peu efficace. En

effet, ils résistent a des expositions dépassarit@k rad.

o Ultrasons
Les ultrasons n’ont aucun effet sur les agentsimgssible488].

D’'une maniére générale, on ne connait actuellemamtune entité infectieuse

« traditionnelle » qui soit physiquement aussigtasite que les ATNC.

3. Résistance aux agents chimiques

La résistance de 'ATNC aux agressions chimiqudsaek hauteur de ce que l'on a
rencontré pour les agents physiques.

Le tableau Il récapitule les principales carastéues de la résistance aux agents
chimiques des ATNC.

La zone de stabilité acido-basique des ATNC estétendue. L'agent est stable de pH=2 a
pH=10.

o Désinfectants usuels

Aucune décontamination totale ne peut étre obtemuatilisant les désinfectants usuels.
Par exemple I'hypochlorite de soude a 0,5 % ne peda noter qu’une faible diminution du

titre du pouvoir infectieu123].
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AGENT MODALITES EFFET
pH 2a 10 aucun
Formol 10%, 28 mois Aucun
0,25 a 20%,18 h a 37°C Aucun
Chloroforme 5%, 13 jours Aucun

Périodate sodique

0,01 M a pH 3,6, 4 heures

Forte diminution du titre
infectieux

Permanganate de
potassium

0,1%, 24 h a 22°C

Faible diminution du titre
infectieux

Faible diminution du titre

Hypochlorite de soude  0,5%,15 mn a 24 h a 22°C infectieux
2%, 13 jours Aucun
Phénol N - - — -
50 a 90% en solution aqueuge Faible dition du titre
infectieux
Faible diminution du titre
5%, 1 heure a 22°C infectieux
Sodium Diminution moyenne du
Dodeécyl 5%, 1 heure & 37°C titre infectieux
Sulfate

Avec mercaptoéthanol

Forte diminution du titre
infectieux

Tableau Il : Résistance agrras chimiques de FTATN(123]
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o Détergents
On constate une grande stabilité face a la plugpast détergents excepté pour le SDS

(sodium dodécyl sulfate) et le LDS (lithium dodésylfate).

0 Maodificateurs chimiques des protéines
On constate une sensibilité des ATNC au :

- DEP (diéthyl pyrocarbonate)
- butanedione

- PMSF ( phényl méthyl sulfanyl fluoride)

0 Solvants organiques
Aucune action du méthanol ou de I'éthanol n'a ééride. Il existe peu de données sur le

benzene ou I'hexane mais leur action est suppadéie.f

On peut noter cependant une légere action du phénol
o Dénaturant des protéines
L’ATNC est sensible a I'urée

o lons
L’agent est stable en présence dé,Md, CI, SQ* EDTA* et PQ* .

Par contre, il est labile en présence de 'GIDN (thyocyanate de guanidium) et de TCA
(trichloroacétate).

0 Enzymes
La stabilité ou la sensibilité a un type d’enzynmige a permis de faire de gros progres

sur la connaissance de la structure de 'ATNC.
L’agent est résistant aux nucléases (DNAse et RINAse
En revanche, on note une sensibilité aux protémadsaction de la pronase réduit a 98 %

le titre infectieux, mais l'inactivation devienttébe lorsque I'on combine son action avec celle

du SDS.L'agent est aussi sensible a la trypsirdedhgcon variable a la protéinase K. Cette
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derniere n'est efficace que lors d'une expositiamigngée a une forte concentration

(cf. infra).

Concentration er| Temps d’exposition Proportion d’agent détruit
protéinase K

1h 0%
100ug /ml

48 h 96%

1h 52%
500ug/ml

6h 95%

Tableau IV : Relations entre la concentration extgnase, le temps d’exposition et la
proportion d’agent détruit

On pourra donc, selon le protocole utilisé, hydselyl’essentiel des protéines sans pour
autant détruire 'ATNC.

B. Notion de prion

1. Conséquences des propriétés physico-chimiques

Par sa grande capacité de résistance a toutes datgents, ses caracteres physiques et sa
grande sensibilité aux dénaturants des protéinggut aux enzymes protéolytiques (alors
gu'il résiste aux nucléases), il parait évident gu@ouvoir infectieux est lié a un agent de
nature protéique.

2. Purification d’échantillon contenant TATNC
Il a rapidement été indispensable, afin de déteemphus précisément sa structure et de

mieux connaitre sa biologie moléculaire, d’obtalg@s fractions aussi pures que possible.

Afin de réaliser I'enrichissement des échantillams,a mis a profit ses propriétés physico-

chimiques.
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Les méthodes actuelles de purification fonctionrsmhdn un méme schéma, bien que des
différences existent sur l'intensité de certainegp@s et sur les réactifs utilisés. On procede
d’abord a une récolte stérile des encéphales #dedtes échantillons sont ensuite broyés,
homogénéisés et traités par un détergent (le diegexy Apres centrifugation modérée,
I'extrait obtenu subit une digestion enzymatiquec{éase puis protéase). On obtient alors un

enrichissement de cent a mille fois la concentnaitiitiale en ATNC.

Aprés purification, on ne trouve plus dans l'éciieomt de facon détectable que des

composes de nature protéique ayant gardé pleindmpativoir infectieux de 'ATNC.
3. Nature de | 'ATNC

Avant que l'on démontre qu'un agent de nature usmgent protéique (obtenu par
purification) gardait a lui seul un pouvoir pathoge trois hypothéses s’opposaient sur la
nature de 'ATNC (cf. tableau V).

HYPOTHESES NATURE DE L'AGENT MODE DE REPLICATION
Prion Unlq'gement o
protéique

Protéine + acide nucléigue

(protéine codée par I'hdte Acide nucléique

Virino ) . du virino comme
avec un acide nucléique N
. modele ou amorce
régulateur)
. Protéine + acide nucléique ,
Virus . . o comme pour les virus
; (protéine codée par l'acide
filamenteux

. . . | standards
nucléique spécifique du viru j

Tableau V : Les 3 hypotheses sur la structureagetit transmissible des ES$121]

Les deux premieres hypotheéses qui furent avanc@esid@raient un virus ou un virino.
Ces particules, contenant des protéines, ont uagiomnfectieux basé sur un acide nucléique
qui est vraisemblablement inexistant dans le sabstotenu apres purification de 'ATNC
[6,7,108] Ces hypothéses ont été rejetées par la majaegésdientifiques ; I’hypothese du

virus n’est cependant pas totalement abandonnée.

L’hypothése qui s’avére donc la plus vraisemblastiecelle du prion. Elle fut proposée par

Stanley B. Prusiner (Service de neuropathologiel'wl@versité de Californie, USA). Il
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suggéra le terme de prion car il avait affaire @ protéine infectieusgoteinaceous and
infectious). Sa définition en est la suivante :

« C’est une petite particule protéique infectieuge résiste a l'inactivation par des
procédés modifiant les acides nucléiques et doet pnotéine anormale, isoforme d’'une

protéine cellulaire, est un composant majeur e¢seaire. »

La protéine cellulaire est appelée Pr@PrP pour protéine liée au prion et C pour

cellulaire) ; elle est naturellement présente damsembrane a la surface des neurones.

La protéine isoforme anormale est notée®P¢8c pour Scrapie qui signifie Tremblante en

anglais, maladie qui a le plus souvent servi degteexpérimental).

4. Structure du prion

Le prion est résistant aux procédés chimiques gsighes qui détruisent ou modifient les
acides nucléiques alors gu'il est sensible auxetrants dénaturant les protéines. Le role
fonctionnel et structurel de la protéine du priere#t donc fondamental.

En utilisant des encéphales de hamster de Syaeatte tremblant¢l4, 103] on a pu,
apres purification et protéolyse limitée, isoleewprotéine de poids moléculaire compris entre
27 000 et 30 000 Daltorjd, 105] Cette protéine désignée P¥® est une glycoprotéine qui
conserve le pouvoir infectieux. Elle correspondigoforme anormale de la PrRie poids
moléculaire compris entre 33 000 et 35 000 Dalteassible aux protéases. La Prposséde
le méme poids moléculaire que la PrPaprés la protéolyse modérée utilisée dans le
protocole de purification, la PPPest transformée en PfP° (fig.2) [15, 33]

Les premiéres expériences comparant l& RrRa Pr° ont montré de grandes similitudes

entre les deux protéines.
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Fig. 2. Les isoformes de la protéine du prjat?2].

A. Western blot d’extraits cérébraux provenant d’hamsain (lignes 1 et 2) et d’hamster contaminé par
des prions (lignes 3 et 4). Les échantillons dgsels 2 et 4 sont hydrolysés par de la protéinadesée
& 50ug/l pendant 30 mn & 37 °C. La Pdans les lignes 2 et 4 est complétement hydrolgk#s que
seuls 67 acides aminés sont digérés a partir gediité NH2 de la Pri® pour former la PP
Aprés électrophoréese sur gel de polyacrylamiddeetrdtransfert, les échantillons sont éprouvég ave
du sérum d’anticorps de lapin anti-PrP r073. Ladgpmoléculaires sont exprimés en kilodaltons.

B. Diagramme en barre de PrP d’hamster de Syrie, itodstde 254 acides aminés. La terminaison
COOH et le pont glycosylphosphatidylinositol samdigués. Aprés ablation des extrémités NH2 et
COOH, la Pr® comme la Pr¥ sont constituées de 209 acides aminés. Aprésroiéofyse modérée,
I'extrémité NH, de la PrP est tronquée pour former la Bf# composée approximativement de 142

acides aminés
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Des anticorps monoclonaux dirigés contre la“Pdtonnaissent aussi la BfPDe plus,
'analyse de la séquence en acides aminés ne mantrene différence entre les deux
protéines. Leurs différences seraient donc unignémenformationnelles. Des études de
structure ont montré que la Pr&vait une dominante structurelle sous forme d’leéli@lors

que la Prf®avait une dominante structurelle de type feupl§7].

Par résonance magnétique nucléaire (RMN), on aepujtilisant un recombinant d’'un
fragment (90-231) de la protéine du prion d’'un hmsge Syrie (rSHaPrP(90-231) produit
par Escherichia coli déterminer la structure dans I'espace de la prtfig.3). La portion
globulaire carboxy-terminale est constituée desttaliceso entrecoupées par deux courtes
sections qui forment un feuillt, alors que la région amino-terminale est en grgratée

non structurée (fig. 4).
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Fig. 3[112] Structure obtenue par RMN d’une PrP(90-231) recaanite de hamster dgyrie.

Il est présumé que la structuréhelicoidale de la rPrP(90-231) ressemble a celladPr. Le code des
couleurs est le suivant : héliaeA,B et C en rose ; pont disulfide entre Cys-17@ys-214 en jaune ; le
fragment résiduel de région hydrophobe de la Rsfposé des résidus 113 a 1265 en rouge ; bouckpsserie

fragment S1 en vert et le fragment S2 en bleu.
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Fig.4. [140] Caractéristique de structure de la protéine donpri

Le résidu de 253 acides aminés est produit pasdration-traduction du géne de la protéine durpriornp
aprés délétion d’'un peptide signal de 22 acidesmé@msur la portion —NHet d’'un peptide hydrophobe de 23
acides aminés sur la portion —-COOH (montrés en) bléni pont glycosyl-phosphatidyl-inositol (GPI) egbuté
aprés la délétion du peptide hydrophobe de 23 acieinés. Trois hélices (H1,H2,H3) et deux courtes
sections formant un feuillet plisg&(indiqué par les fleches jaunes) ont été idemtifiar Résonance Magnétique
Nucléaire aprés production pBscherichia coli d’'un recombinant de la protéine du prion. La isectNH,
terminale qui contient un appariement de cinq cpéides (montrée en noir) semble étre largement non
structurée. Des oligosaccharides sont attachésésidus 181 et 197 alors qu'un pont disulphidesriels résidus
179 et 214 connectant ainsi les héliagd2 et H3. Le clivage par la protéase d’'un pepiidd, terminal de 66
acides aminés donne naissance a un noyau protsstnt (montré en gris).

De pareilles études de structure de la°Pgont entravées par son insolubilité et sa
facheuse tendance a cristalliser a I'état pur. @Qppgse cependant qu’il y aurait disparition
d’'une hélicea avec mise en place d'une structure plissée conepdsédeux feuillet$
paralléles (Fig.5) . Le pouvoir pathogéne de la*PrBsiderait donc dans ce changement
conformationnel qui entraine une forte stabilitéx qarotéases, notamment les protéases

endogenes, ainsi que la propriété de cristallisdedormerin vivo des plaques amyloides.
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Fig. 5.[67] Modéle de structure tertiaire de PTP
humaine.

Le code des couleurs est le suivant : le feuillefS

en rouge ; le feuillet SB-en vert ; les hélices-H3

et H4 en gris ; la boucle en jaune. Quatre résidus
impliqués dans la barriere d’espéce sont indiqués e
structure moléculaire (ASN-108, Met-112, Met-
129, Ala-133

C. Pathogénie

Les études sur la pathogénie des maladies a pavetsles méthodes traditionnelles sont
restées assez limitées. En effet, il est difficdke suivre un agent pathogéne qui n'a pas
auparavant été parfaitement défini. Néanmoins mop®serons ici les grands principes des

mécanismes qui accompagnent la théorie du « protdyn».
1. Contamination

Selon les maladies, on peut avoir plusieurs modesodtamination. Le plus courant est un
mode infectieux avec contamination orale, parelgéme facon expérimentale voire

accidentelle (cas iatrogéne de MCJ ou de tremblanténtra-cérébrale.

Pour les maladies héréditaires du type de la fM€&slt ane mutation du géne de la protéine

du prion Prn-p) qui entraine directement in situ la formationRte™.
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2. Distribution dans I'organisme

A partir d'inoculations expérimentales, il a étérmié que l'infection était rapidement et
largement distribuée a partir du point d’injectipar le sang. On a alors une « virémie »
transitoire de courte durée (environ 489]. Rien ne laisse supposer gu’une inoculation par
voie sanguine aboutisse directement a I'implantaties prions dans le systéme nerveux
central ; par contre, une phase de réplicatiorragstiement établie dans la rate, les nceuds

lymphatiques et d’autres tissus du systeme lympgtiouié.

La rate joue un rble prépondérant. En effet, |&rspttomie entraine un allongement de la
période d’incubation. Par contre, des que la phaseologique est entamée, la splénectomie

ne perturbe pas le déroulement de I'infec{i@di.

L’invasion du systéme nerveux est I'étape clé dpdthogénie de ces maladies. Pour les
voies parentérales (IV, IP ou SC), le premier diéeréplication dans le systéme nerveux
central est la moelle épiniére entre les vertébresaciques 4 et 9. Cela suggére fortement
gue l'infection progresse le long des fibres neseswiscérales sympathiques, en direction de

la moelle épiniérgl07].

Des que l'infection a atteint le systeme nerveuxtred, elle progresse facilement a
l'intérieur des neurones et plus difficilement dmurone a neurone. On estime que la vitesse

de progression dans I'encéphale est de I'ordre menlpar jour.

La durée de la phase de réplication dans le cergstwariable selon la voie d’entrée de
'agent infectieux : par exemple, la durée aprgsciion intra-cérébrale en zone antérieure est
supérieure a la durée apres injection intra-veieeGgs différences sont dues a I'existence de
zones cérebrales cibles. Ainsi, la disséminatiofiiidiection a I'intérieur de I'encéphale est
limitée et le site d’entrée de l'infection détermile trajet pour atteindre les zones cibles. En
entrant par la moelle épiniére (inoculation IVjpféection atteindra les cibles plus rapidement
(beaucoup de trajet a l'intérieur des neurones degpassages de neurone a neurone) qu'apres

une inoculation intra-cérébrale (beaucoup de passag neurone a neurone).
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La vitesse d’évolution de la maladie dépend deckssibilité de ces cibles ; le temps

d’'incubation est d’autant plus court que ces ciBla# facilement atteintes.

L’efficacité de ce ciblage dépendrait de deux faxse le génotype de I'hote et la lignée de
'agent. De plus, ce ciblage déterminerait ausfime clinique de la maladie en fonction des
zones atteintes. On a longtemps pensé que ledeseitupliqguées dans la multiplication des
prions étaient les neurones, mais en fait, il sagplus probablement des astrocytes. En effet
méme si des PrPsont facilement détectées dans les neurones,Usgpindes concentrations

se retrouvent dans les astrocyfs.

A partir du moment ol les particules infectieusesatteint les cibles, elles s’y multiplient
jusqu’a arriver a une concentration de plateau. @és, les modifications histologiques
apparaissent. La nature de la lésion primaire rpastconnue, mais il est plausible que les
modifications de la PfP ainsi que peut-étre d’autres protéines, et stitaccumulation de
PrP° causent un dysfonctionnement progressif allasijta la mort par apoptose dans
certaines populations de neurones. Le mécanismeogeatique précis n'est pas encore

élucideé.

3. Synthése de la PtP

a. Production de la PrP

Aucune différence de structure primaire n'a étéengis évidence entre la Pret la PrB°

La premiére étape de la synthése de I&Rdhsiste donc en la synthése de I&“PrP

La PrP est codée par le gé&n-p. On a pu montrer par exemple chez le hamster de
Syrie que ce géne code pour une protéine de 28ésaminés. La partie codante est dans un
seul exon porté par le chromosome 20 chez I'hominparele chromosome 2 chez la souris.
La synthése de la PrRsuit les mécanismes classiques de synthése desings dans le
réticulum endoplasmique, puis la protéine est goete surface de la membrane cellulaire par
lintermédiaire de I'appareil de Golg#9]. La PrP est alors fixée & la membrane par un lien
Glycosyl-Phosphatidyl-Inositol (GPI). Dans le camrpathologique, elle est ensuite recyclée

par la voie lysosomiale (fig. 6).
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Nucleus with O Endosomes - Catalysgd
PrP gene or lysosomes conversion

O PrPC W PrPSe

Fig. 6.[146] Hypothése de propagation du prion

a. Dans la cellule normale, la PrBst synthétisée, transportée jusqu’a la surfalbelaiee et
recyclée.

b. L’hypothése du « protein only » suppose que lerpeist identique & la PTP. Les prions
exogénes causent la conversion de la protéindaieiinormale PrPen PrB¢, soit 4 la
surface cellulaire ou aprés internalisation.

C. La PrP s’accumule intracellulairement dans les endosasndss lysosomes : la surface
cellulaire se retrouve dénuée de Palors que la Pri®est relachée dans I'espace
intercellulaire

b. Transformation de la PrPen PrP°

On retrouve deux hypothéses concernant la format@o®rP°. Dans un premier modéle,
la PrP serait naturellement en équilibre avec une fororapiexée dite PrP}38]. Elle serait
alors liée a un facteur auxiliaire, encore non iggroent identifié, appelé protéingX39]. La
PrP° pourrait alors interagir avec le complexe PrP*@ime X et entrainer ainsi le
changement de conformation de PrP* en®Pra nouvelle Prf¥ ainsi formée pourra & son

tour entrainer la transformation d’une autre PriPPeP et ainsi de suite (fig.7a).
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La réplication du prion.

Il existe au moins deux
conformations de la PrP. PrP
représentée par des cercles etPrP
représentée par des carrés.

a) Dans le modéle de
complexation, PrPexiste en
équilibre avec PrP*, représentée par
un octogone, qui est attachée au
facteur auxiliaire appelé protéine X
(représenté en orange). Le complexe
PrP*-protéine X interagit avec la
PrP° entrainant un changement de
conformation de la PrP*. Le résultat
final est deux molécules de BfP

qui sont libres pour induire de

(a)

(b)

Fast Slow|
: - nouveaux changements de

conformation de PrP*.

b) Dans le modéle nucléation-
Nucleus polymeérisation, la conversion entre
Pr# et PrP° est normalement
réversible et la barriere a la
conversion réside au niveau du
procédé initial de formation du
noyau. Une fois que les aggrégats
de PrB°sont formés, ils produisent
la conversion de Pfen s'y ligant
et en stabilisant la conformation
autrement défavorisée de BiP

[Low]

Fig. 7a et 7b[140]

Le second modéle découle d’'étude de convergiowitro de PrP marqué par des
radioéléments. On aurait alors formation d'un noyku polymérisation de PtPpouvant

promouvoir le changement de conformation de“RrPPrP° (fig.7b).
Quel que soit le modéle on aurait donc un changedenonformation de la Prn Pr°

qui se catalyse par la Pfrelle-méme.

L’hypothese du « protein only » offre donc un medebhérent pouvant expliquer les
propriétés physico-chimiques et la pathogénie e@béss lors des maladies a prions. En

revanche les méthodes classiques de prospectiparmettent pas d’en explorer la réalité.
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Deuxieme partie : Données sur la transgenéese

Les moyens d’investigations classiques ne suffipasta I'étude des maladies a prions, les
chercheurs ont développé de nouveaux outils quelesrsouris transgéniques. Nous nous
attacherons dans cette partie a décrire les grpndsipes de la transgenése ainsi que ses

possibilités d’application.

Les premiers travaux publiés sur la transgenesemtant a plus de vingt afs7, 68] Des
1981 l'adjectif transgénique fut attribué a desnmamix dans le génome desquels a été
introduit expérimentalement un fragment d’ADN qeiup étre transmis a leur descendance.
Trés vite, cet outil est apparu extrémement putgsaumr aborder, de fagcon non réductrice, des
études sur la fonction et la régulation de I'expi@s de genes, mais également pour
I'obtention d’animaux présentant des phénotypesosaijbles a obtenir par simple sélection.
La premiere et tres médiatisée démonstration desr@s potentialités que cette technique
offre, fut I'obtention de souris « géantes » expnimnle géne de 'hormone de croissance de
rat[96].

A cette époque, les chercheurs disposaient de tEahniques pour introduire I'ADN
étranger dans le génome de I'hGte : la micro-imactet I'infection rétrovirale. Depuis,
d’autres méthodes sont progressivement apparues/|’dilisation de cellules embryonnaires
totipotentes (dites cellules ESO, 120] permettant une manipulation de plus en plusdine

génome.

l. Les différentes méthodes de transfert de géenesc  hez la
souris

A. La micro-injection

Cette méthode consiste a injecter dans un des @érdiun ceuf fécondé quelques pico-

litres d’'une solution tamponnée renfermant plusexgntaines de copies du fragment d’ADN
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gue I'on désire intégrer dans le génome de I'hAfm de faciliter I'intégration de cet ADN,
celui-ci doit se présenter sous forme linéaire.e&pavoir été micro-injectés, les ceufs sont
implantés dans le tractus génital de souris psgedtantes. Seulement 10 a 20 % des ceufs se
développent et donnent naissance a des souriceawaractéere transgénique de ces animaux
sera révélé par la détection du transgene dang\@bir Au final seul 15 a 25 % des animaux
analysés seront porteurs du transgéene, ce pougeeptaivant varier considérablement d’'une

expérience a l'autre.

Cette méthode ne permet le contréle ni du siteéljration qui semble se faire de maniére
aléatoire, ni du nombre de copies du transgengriégé. On observe en général un seul site
d’intégration par animal, pouvant entrainer a saxipnité des réarrangements de I'ADN
[119], voire la mutagenése d’'un géne endogene dans 8s%a¥{86]. Le mécanisme sous-
jacent a lintégration d’'un transgéne reste peunapnmais semble faire appel a des
phénomenes de réparation par ligation de cassuistmes dans I'ADN de I'hot§l?2].
Lorsque plusieurs copies sont intégrées dans unengd®m elles sont souvent orientées en
tandem. Cette disposition refléterait la formatiamant leur intégration, de « chaines » de
copies du transgene par recombinaison homologutgr&léinjection du transgene au stade
pronucléus, on obtient le plus souvent des anini@nsgéniques mosaiques c’est-a-dire que
seules certaines cellules comportent le transggeteerché. Cela suggére que l'intégration du

transgene ne se fait qu'apres la premiére divisalulaire[152].

B. L’infection rétrovirale

La possibilité d’incorporer des virus dans le géeotie la souris a un stade précoce du
développement embryonnaire afin qu’ils colonisentignée germinale a été démontrée des
1976 par Jaeniscl®8]. L'utilisation de tels vecteurs pose le problengeleur innocuité et
seuls des vecteurs rétroviraux ou des adénovirtectifé sont actuellement employés. En
pratigue on remplace les genes qui permettraientirais d’assurer sa réplication par le
transgene d'intérét. Ces €léments manquants somtisoen trans lors de la construction et la
multiplication des vecteurs par I'intermédiaire alules dites « helper » qui synthétisent ces
protéines. Néanmoins la taille des génes pouvamt i@corporés reste limitée par les

contraintes de I'encapsidation de 'ADN.
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L’incorporation de 'ADN d’un rétrovirus dans le g@me de I'hdte ne peut s’effectuer
gu’au cours d’'une division cellulaire, au niveaurd’site qui semble aléatoire méme s'il est
souvent localisé a proximité de régions sensiblda ®NAse[119]. Cela se traduit par
'obtention d’animaux transgéniques a des taux v@jents a ceux obtenus par la micro-
injection, mais qui sont trés mosaiques. Chez caaax, plusieurs sites d’intégration
peuvent étre détectés au sein d’'une méme cellote eellules d’'un méme tissu ou de deux
tissus différents, chaque site renfermant une sineppie de I’ADN rétroviral. L'infection
rétrovirale a été relativement peu utilisée en dgemése chez les mammiféres car elle
présente moins d’intérét que la micro-injection. iémanche, a l'inverse des rétrovirus, les
adénovirus peuvent s’intégrer dans des cellulesguge divisent pas. lls ont été utilisés avec
succeés pour infecter des ceufs au stade pronudds ;souris transgéniques obtenues

présentaient un site unique d’intégration et pepaside mosaicisnjg44].

C. L'utilisation de cellules embryonnaires totipotenfeellules ES)

Les cellules embryonnaires totipotentes, ou celH& (pour « Embryonic Stem »), sont
des cellules issues du bouton embryonnaire d’ustdidgste ou d’'un embryon au stade
morula, qui peuvent étre maintenues en culture pans autant se différenci@g0, 84] Ces
cellules, une fois réintroduites dans des embrypastcipent a I'élaboration d’'un animal
chimérique c’est-a-dire qui comporte des cellulesvenant d’animaux différents. Leur
totipotence leur permet en théorie de colonises tes tissus du nouvel animal, y compris la
lignée germinale. Au cours de leur phase de culireitro, ces cellules peuvent étre
manipulées par des techniques classiques de tctinsfafin d’'introduire 'ADN d’intérét. Il
est possible alors de sélectionner les clonesfolangs, sans altération de la totipotence des
cellules. Ainsi, il est envisageable de rechercleer phénomenes rares d’intégration, telle une
intégration ciblée par recombinaison homologue ygicsysteme Ciek (fig.8).
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Inversion ﬂﬁ Excision E@!megration @ﬁ'ﬂansiocation
—————————————
@ o ‘ S
(a) 5 ATAACTTCGTATAATGTATGCTATACGAAGTTAT 3"
3" TATTGAAGCATATTACATACGATATGCTTCAATA 5
t
Fig. 8. [87]

Le systéeme de recombinaison Cre-lox site-spécifique

La Cre est une recombinase qui produit une recoargmn site spécifique entre deux séquences de
reconnaissance 34 bploxP (triangles)

a) La séquence lox P est constituée de deux répétitierL3 pb inversées (fleche horizontale) flanquant
une région centrale asymétrique qui confére urentation. Les deux sites clivés par Cre sont ingiqu
par les fleches verticales.

b) Larecombinaison entre 2 sites loxP insérés dangime molécule d’ADN (recombinaison intra
moléculaire) d’orientation opposée conduit a uneiigion du segment

c) Larecombinaison entre 2 sites loxP insérés dangime molécule d’ADN dans le méme sens produit
une excision de la région centrale avec formatian ADN circulaire.

Lorsque les sites loxP sont localisés sur des rat@éa’ADN séparées (recombinaison intermoléculama
peut avoir une intégration d’ADN (c) ou une tramsition (d).

L'utilisation de ces cellules permet donc une malafion fine du génome, pouvant aller
de linvalidation d'un gene a la simple substitatid'une base par une autre. Les cellules ES
ont également éteé utilisées pour incorporer dasssdaris des chromosomes humains entiers
par des fusions avec des micro-cellules. La trassion germinale du chromosome 2 humain

par des souris transgéniques a ainsi été ob{addg

Cependant, cette méthodologie reste délicate d@niph effet, les cellules ES restent peu
définies et, malgré leur relative stabilité, omidance a se différencier. Le chimérisme des
animaux obtenus se traduit par un tres faible teuttansmission du transgéne a la génération
suivante. Par introduction de ces cellules danshiestocystes tétraploides, des embryons

uniquement constitués par des cellules ES ont camepu étre produi{d47].
Au final aprés transgenése, on obtient le plus eougn premiére génération des animaux

mosaiques ou chiméres. Ces animaux sont ensuiggsravec une lignée sauvage de souris.

A la premiére génération (F1), on obtient des leétd@gotes dont certains possédent le géne
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recherché. En croisant les souris F1 entre ellegent alors obtenir en F2 des homozygotes

pour le gene recherché (fig.9).

cellules souches

ADN cloné b !
N P em ryonnalres
u/ u/ -;\\ﬁaﬂ‘/ e ,.)

- R i S
/) introduction & e o /; élection @

cellules embryonnaires
g normales

implantation

L,/*L,./@‘EW

normal

4

portée F2

porteur normal

knock-out

Fig. 9 Produire des souris « knock-ouf89]

On introduit un fragment d’ADN circulaire portaet ¢iene altéré recherché dans des cellules souches
embryonnaires totipotentes (cellules ES). Les E=I&S porteuses du géne altéré sont sélectiopuées
réintroduites dans un embryon que I'on va alonglémter dans une mére porteuse. Cette mére doissanee
a des souris chiméres qui portent le géne alténgpr@céde ensuite a un croisement en retour av@sauris
normale. La portée F1 est constituée de souris aleset de souris porteuses du transgéne. Les smrteuses
de la F1 sont croisées entre elles pour donneF@reonstituée de souris knock-out, de souris pseeet de
souris normales
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Il. Potentialité de la transgenese

La transgenese s’est imposée comme un outil eskpotir I'étude de la régulation et de la
fonction des genes. Elle permet en effet d’effectes analyses dans la complexité d’'un
organisme complet, a différents stades de développt et est de fait beaucoup plus
informative que les expériences de culture cellelaDutre des recherches fondamentales
comme la possibilité d’isoler des genes exprimes@us du développement ou impliqués
dans le contrdle d'une fonction biologique pariietd par « piégeage de genes », la
transgenése offre également des possibilités deergtes plus appliqguées, par exemple
I'étude des maladies a prions. On pourra aussr aesi applications d’ordre zootechnique.

A. Le franchissement de la barriere d’espéce et barl@ére tissulaire

La transgenese permet I'expression d’un gene ddspece dans une autre. On pourra ainsi
produire des animaux synthétisant des protéinelegunes et normalement produites par une
autre espece. Elle offre également la possibikténbdifier le profil d’expression d’un géne
par l'utilisation de séquences régulatrices proméiaun autre gene, pouvant ainsi permettre

I'expression de certains genes dans des tissus na sont naturellement pas transcrits.

B. Variations quantitatives de I'expression d’'un gene

1. Augmentation de I'expression

L’augmentation du niveau d’expression d’'un genet @re obtenue en transgenése par
micro-injection par augmentation du nombre de cogie gene. Une variation quantitative
transitoire peut étre obtenue grace a l'utilisatifenpromoteurs inductibles, par exemple les
promoteurs dont 'activité est induite en présemedétracycling58].

2. Diminution de I'expression

L’invalidation d’'un géne peut étre obtenue par mbmaison homologue dans des cellules
ES. Il est également possible de limiter cette lidaion a un tissu donné. On peut par
exemple introduire par recombinaison homologue ae et d’autre du géne deux courtes
séquences de tygexP. Il suffit ensuite de cibler I'expression d’une oetbinase, I'enzyme
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Cre, dans le tissu cible par transgenése classitgetée enzyme va alors exciser la région du
génome comprise entre les deux site®, provoquant I'invalidation du gerj@30].

Alternativement, une diminution du niveau d’expressd’'un géne est possible par ciblage
d’ARNSs antisens ou de ribozymes contre ses messHgef]. Malheureusement I'amplitude
de la réponse obtenue est aléatoire et non coetrdl@st également possible, a partir de
souris porteuses d’'un géne invalidé, de maitriearrsveau d’expression en micro-injectant

dans ces animaux ce geéne sous dépendance d’untprormaluctible.

L’avancement des connaissances sur la régulatioedpression des genes devrait
permettre d’identifier des éléments cis-régulateurgpliqués dans l'amplitude de la
transcription. De tels éléments pourraient alon® &oit ajoutés a des genes dont on
souhaiterait augmenter I'expression, soit au caetréliminés. Il en va de méme pour des

éléments qui stabilisent les ARNm et/ou augmeritefficacité de leur traduction.

C. Remaniements chromosomiques

La transgenése, en s’appuyant sur les techniquescdenbinaison par I'intermédiaire de
séquences cibles, par exemple le systemda®Re/permet également d’'induire de profondes

altérations dans la structure du génome.

1. Inversion de génes

L’'ordre des génes au sein d'un locus peut étrergdven placant, par recombinaison
homologue, deux séquenckEsxP, en orientation inverse, de part et d’autre deégion
concernée. L’expression transitoire de | ‘enzyme &ynduit alors a I'inversion du fragment

d’ADN compris entre ces deux sitds34].

2. Délétions/Duplications intra-chromosomiques

La délétion et la duplication d’'une région d’'un @mmosome ont été réalisées apres
insertion, par recombinaison homologue, a une extééde la zone d’intérét d’'un sitexP

sur un des deux chromosomes homologues, et d'uandesite loxP, dans la méme
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orientation, a l'autre extrémité de cette zone, lsusecond chromosome. L'expression de
'enzyme Cre au cours de la prophase de la méios€luit a une recombinaison entre
chromosomes appariés par l'intermédiaire des e Il en résulte une duplication de la

région ciblée sur un des chromosomes et sa déldsios I'autrg62].

3. Perte d’'un chromosome

La présence de deux sitdsxP, en orientation inverse, sur les deux chromosomes
homologues, provoque en présence de I'enzyme Great®mbinaisons entre chromatides
sceurs. Si ces recombinaisons sont inégales, I'sncdeomosomes ne présentera plus de
centromere et sera donc perdu au cours de la dalvisellulaire tandis que l'autre, qui
possédera deux centromeres, sera soit égalemelut aercours de la mitose, soit uniquement

transmis a une des deux cellules fill@8].
La transgenese offre un éventail de techniquegesupermettant d’explorer de fagcon trés

précise le génome et les fonctions cellulairede &lpermis d’approfondir les connaissances

sur les maladies a prions.
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Troisieme partie : Utilisation de I'outil transgén ique dans
I'étude des ESST

Les méthodes d'études classiques ont laissé dedegamones d’ombre concernant
I'hypothese du prion. Nous allons examiner dangeqartie I'apport des souris transgéniques

aux connaissances sur le prion.

I. Apports sur la nature et la structure du prion

A. Preuves transgéniques du « protéin only »

Lorsque Stanley B. Prusiner pose la définition daorpil s’appuie sur le fait que I'on n’a
jamais trouvé autre chose que de la matiere prggéay sein d’'un concentré de matiere
infectieuse. Or I'absence de preuve n’étant pasvarele I'absence, de nombreux chercheurs
continuaient a explorer des hypothéses telles gwériho. Pour cela, ils prenaient argument
de I'existence de souches de prions, et donc dapparente information génétique contenue

au sein de 'ATNC. Les souris transgéniques orglément donné raison a Prusiner.

1. Utilisation de souris « Knock-out »

Le mode de réplication du prion envisagé dans bilypse du « protein only » prédit

qu’'un animal dénué de Priest résistant & une infection par les prions.

L’outil transgénique permit de fabriquer des sowrisnock-out », c’est-a-dire des souris
dont un gene a été supprimé par recombinaison loguelgrace au systeme Qog/. En
pratique, un des allele du geRenp des cellules ES est remplacé par un ADN étrar@es.
cellules ES sont réintroduites dans des blastogygievont donner des souris chiméres. Par
croisements appropriés, des homozygotes sans ke Ryap (Prnp”®) sont alors obtenus
(cf. Fig 8). Plusieurs groupes de chercheurs orternb des souches sourBrnp”®
différents (a,b,c). Ces différentes souches ortetodes phénotypes différents (expliqués a la
fois par leurs origines de souches différentes agtles diverses méthodes utilisées pour
neutraliser le géne de la PrP). Ces souris « Kimtk> ont été inoculées par des prions de

souris atteintes de tremblante (cf. Fig 10).
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Prions de souris Pas d'infection

Fig. 10. [79]

Les souris transgéniques dénuées de PrP (Prnp” ou
souris knock-out) sont résistantes a linfection et a la
propagation des prions de souris. Ces souris présentent
comme seul phénotype une altération de certaines

fonctions synaptiques. Il est possible de restaurer ces
fonctions par réintroduction du géne Prnp.

@ Souris transgénique
dénuée de PrP (knock-out)

Quelle que soit la souche, on constate alors qReMfaest indétectable dans le cerveau des
souris Prnp”° alors qu'on la retrouve & la moitié de son tauxnma dans le cerveau des
hétérozygote®rnp”* [25]. Ces souris « knock-out » semblent normales si'est quelques
troubles du sommei[142]. Certains chercheurs ont suggéré que ces sousieravdes
déficiences synaptiqudd3, 153] mais cela n'a pas été confirn&l]. Ces souris, une fois
inoculées par du prion, y sont completement inddesi(fig.11a). Le cerveau des souris
Prnp”® ne présente pas de prion & un niveau détectablee®anche, les sourBrnp™*
inoculées par le prion en présentent des la huitisemaine, avec un taux augmentant jusqu’a
la vingtieme semaine (tableau X34, 121]

La présence de la PrP pour que la maladespige développer est donc essentielle, ce
qui est en accord avec I'hypothese du prion. REruas ces souris « knock-out » vont étre la
base de nombreuses autres expériences.

a) b)
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Fig. 11. [146]Résistance des souris Knock-out a la*PrP
a) Les souriPrnp”® demeurent sans symptdme aprés inoculation avedaiude souris atteintes de
tremblante alors que les souFmp™ de la méme portée ou les souris sauvages de gk C
présentent des symptomes de tremblante.

b) Les sourisPrnp”® sont rendues transgéniques pour les @ng. Les souris tgal9/+ ont 3 & 4 fois le
taux normal de PfP; les souris tga20/+ ont 6 & 7 fois le taux ndrma
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2. Diminution des temps d’incubation

A partir de souri®rnp™®, différents génes codant pour la PrP ont pu égérés.

Ont été ainsi obtenues des lignées de souris mawluirois a quatre fois le taux normal de
PrP (lignée tgal9/+) et d’'autres six a sept fagn@e tg20/+)51]. En comparant les temps
d’incubation (Fig.11b), on constate que plus la &Pexprimée plus I'animal est sensible au
prion. La sensibilité est donc corrélée au niveaxmtession de la PrP et non au pouvoir

infectieux d’un éventuel virino.

3. Utilisation de transgene chimére souris-humain

Une lignée de souris transgéne chimere souris-lyrdae TgMHu2M exprimant une PrP
hybride entre la PrP murine et la PrP humaine daétdguée. Ces souris sont alors inoculées
avec des prions provenant soit de malade de Fildeanalade de fMC[L37] (Fig.12). On
constate alors que ces mémes souris vont prodelsa Kinoculat utilisé deux types de PfP
différents par leur poids moléculaire aprés pro@®lmodérée (tableau VI). Ces deux PrP
ont des poids moléculaires identiques aux°Pigdlées chez les malades de FFI et de fMCJ
respectivement. Il est difficile d’imaginer gu’urirws puisse produire différentes molécules
de PrB° mutantes correspondant a la FFI ou & la fMCJ stigminduire la production de

différentes PrPaprés transmission & des souris transgénes.

Prions de FFI PrPSc de 19kDa

Fig. 12 [79]

Les souris transgéniques chiméres TgMHu2M produisent selon la
souche de prions utilisée lors de linoculation, des PrP* conduisant
aprés protéolyse modérée a la synthése de molécule ayant un poids
moléculaire identique a celui obtenu respectivement par protéolyse
modéré des deux types d'inoculat.

@ Souris chimére TgMHu2M

Prions de fMCJ PrPSe de 21kDa
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Temps PrP>°
Inoculat Hote Génotype d’incub_ation (n/rg) |, kDa
en jours

Aucun Humain | FFI(D178N,M129) 19
FFI Souris Tg(MHuU2M) 206 + 7 (7/7) | 19
FFI>Tg(MHu2M) | Souris Tg(MHuU2M) 136 + 1 (6/6) | 19
Aucun Humain fMCJ(E200K) 21
fMCJ Souris Tg(MHuU2M) 170 + 2 (10/10) | 21
fMCJ—Tg(MHu2M) | Souris Tg(MHuU2M) 167 + 3 (15/15) | 21

Tableau VI : Souches de prion distinctes générges khumain par des maladies a prions
d’origine génétique et leur transmission a desisdransgéniques

Souris Tg(MHU2M) : souris transgéne chimére sohusiain exprimant une PrP hybride entre la PrP
murine et la PrP humaine.

FFI-Tg(MHu2M) : inoculat provenant de souris (MHu2M) lades inoculées par des extraits cérébraux
de malades de FFI.

4. Prions artificiels

Des souris transgéniques exprimant un geng altéré ont été produitg92, 93] En
supprimant sur le géne la partie N-terminale, oairesi obtenu des souris produisant des
molécules PrP de seulement 106 acides aminés daude 254) appelées PrP106. Apres
inoculation de ces souris par des prions RML (seuphoduite par le Rocky Mountain
Laboratory) on obtient une encéphalopathie avedymtion de Pr¥® 106. En utilisant ces
PrP° 106 comme inoculat, on obtient une encéphalopatities des délais fortement
raccourcis (tableau VII)(218), avec des symptomasalbituels ainsi qu’une répartition

originale des lésions du systeme nerveux.

Il parait difficile d'imaginer qu’'un virus puisseransmettre la maladie aux souris
Tg(PrP106Prnp”® et qu'il ne puisse plus par la suite la transreedtix souris Tg(MoPrP-A).
Les miniprions néoformés en revanche peuvent atapables de transformer les PrP des

souris Tg(MoPrP) puisqu’ils ont une structure piimaa&t donc aussi tertiaire différente.
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Hote Temps d’incubation, jours (rn
Mini-prions RML 106 PrioR3vVIL
Tg(PrP106Prnp™° 66 + 3 (10/10) 003t 2 (9/10)
Tg(MoPrP-A) > 250 (0/11) 50 + 2 (16/16)

Tableau VIl : Susceptibilité et résistance de sotrENsgenes aux mini-prions artificiels.

Ainsi de nombreuses expériences utilisant des sotransgéniques permettent de

confirmer la définition du prion, en particulieabsence d’acide nucléique.

B. Apports sur la structure du prion

L’essentiel des connaissances acquises sur lattiseudu prion lI'ont été grace a des
protéines recombinantes produites ddtscherichia coli Néanmoins I'étude des souris

transgéniques a permis d’éclairer certains points.

. La production de PrP chimeres Sha/Mo (hamster dee/Sguris) et Hu/Mo
(humain/souris) avec une augmentation de la sditsilbespectivement aux prions de
hamster ou d’homme, ont permis d’identifier uneigégle la PrP (résidus 95-170) ou la
PrP peut se lier & la PrP[126, 13§. De pareilles études avec un transgéne chimére
Bo/Mo (bovin/souris) ont été conduites pour étudiESB [128]. On a alors
paradoxalement constaté que le transgene chimaitarétins sensible a 'ESB (cf. infra)
que des souris de type sauvage. Les différences kst séquences du transgene et des
deux génes « parentaux » ont été examif&28]. On a ainsi pu identifier un second

domaine constitué des résidus 180-205 qui sembtiilaol'interaction entre la Pfret la

PrP>°

. On a constaté que les souris « knock-oBtmp”° avaient un plus faible taux de super-
oxyde dismutase (SOD) que les témdjh8]. Or l'activité de la SOD reflete I'état du
métabolisme du cuivrfs0]. On a alors fait des mesures dans des extraitsbnag@ires
provenant de cerveau de sowrisip”°, qui ont montré un faible taux de cuivre alors que
les taux de fer et de zinc restent inchangés. @msi pu montrer que la Priourrait

avoir une fonction de portage du cuivre par chefgtl7].
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. Enfin 'étude des mini-prions et plus particulieremh du PrP 1002, 93] apportera des
éclaircissements sur la structure. On peut peneeeftet qu'il sera plus facile de
déterminer la structure de la PfR06 (qui garde un plein pouvoir infectieux) que la

structure de la Pr®pleine taille.
C. Souches de prions

L’existence de souches de prions pose la questomment une molécule dénuée d’acide

nucléique peut coder pour une information biologi¢pansmissible [45, 72, 73, 118]

Les souches de prions sont définies par leur tedipsubation aprés trois passages
successifs sur une lignée de souris, ainsi qu@apacalisation des lésions cérébrgis, 52}
Les genes des PrP des lignées de souris C57Brefdlli ont des temps d’incubation longs et
courts pour la tremblante) codent pour des PrP Bos¢quence ne differe qu’en deux points
[27, 28, 150, 91]0On découvrit ensuite une lignée de prion dite PhXdvenant du vison, que
I'on transmit & des hamsters de Syle 10, 11] Les PrP° des prions DY ont montré des
particularités spécifiques : en effet ils ont uaile résistance a la protéinase K ainsi qu’un
site de clivage particulier. La lignée DY présedtsnc une mystérieuse anomalie, surtout
depuis que I'on a trouvé d’autres lignées de priayant des temps d’incubation similaires

mais ne montrant pas une augmentation de la skigsibla protéinase KL27].

On put aussi remarquer I'apparition de nouvellgades de prions aprés passage sur des
animaux ayant différenrnp [127, 71]

Une fois de plus, la preuve formelle que l'inforioat spécifique de la souche était
encodée dans la structure tertiaire de la protésterenue des souris transgéniques. En effet
grace a l'expérience déja évoquée (tableau VI)aopu montrer qu'un méme transgéne
MHu2M pouvait produire, selon que I'on inoculaitrp#es extraits cérébraux provenant de
malades de FFI ou de fMCJ, des Préfifférant par leur poids moléculaire aprés protgel
modérée (respectivement 19 et 21 kOap7]. Aprés un second passage, les souris
Tg(MHu2M) inoculées par des prions FFI montrentdétai d’incubation d’environ 130 jours
et une Pr® de 19kDa alors qu’on retrouve chez celles inoculgar les prions fMCJ un

temps d’incubation d’environ 170 jours et une PrBle 21 kDa[lll]. Ces données
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expérimentales indiquent que la MHu2MPtRpeut exister sous deux conformations
différentes (par la taille des fragments résiséala protéase) alors que la séquence des acides
aminés reste invariante. C’est donc la structurgatee qui détermine la souche de prions

alors que la structure primaire détermine I'especible ».

[I. Apports sur la pathogénie

Indépendamment des recherches menées sur la mlatyrgon, on a pu montrer que le
gene de la PrP était lié au locus contrdlant lgpgediincubation de la tremblanf28]. Par la
suite, on découvrit que des mutations sur le gena &rP étaient responsables des maladies a
prions d'origine familiale. Dans un méme temps piwssion d’'un transgéne de la PrP de
hamster de Syrie (Sha) dans une souris, la reralast hautement sensible au prion de
hamster de Syrie, a montré que I'expression d’'umegée PrP étranger pouvait abroger la
barriere d’especgl25]. Plus tard, on put constater que les souris «koot » dénuées de
géne de la PrPPgnp’ %) étaient résistantes a l'infection par les priebsie pouvaient pas,

comme cela était attendu, répliquer le piiafh, 104]

Les résultats de ces études nous indiquent quePlad®it jouer un rble central dans la
transmission et la pathogenése des maladies aspritmsuggérent également que la forme

anormale de la PrP est un composant essentielpgdetlaule prior{110].

A. Contréle de la longueur du temps d’incubation.

Le temps d’incubation de la tremblante chez laisaest un critére utilisé pour distinguer
des souches de prion. Le gene contrélant sa lomgd&u127]fut initialement appel&inc.
Sa mise en évidence repose sur des croisemengsdenix lignées pures de souris (C57BL et
VM) qui avaient des temps d’incubation différent®yrt pour la premiere et long pour la
secondd45]). A cause de la rareté de la lignée VM, on redieenane autre lignée de souris
ayant un temps d’incubation long : la lignée I/gnj semble avoir un ancétre commun avec
la lignée VM [27, 74] Gréace a des expériences avec des ADN circuldieeBrP, on put

démontrer un lien entre le gene de la PrP et laslaontrlant le temps d’'incubation, avec des
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croisements entre les lignées de souris NZW/Lad[Let[28]. Finalement, on découvrit que
le géne contrélant le temps d’incubatid-i) et le gene de la PriPinp) étaient intimement
liés voire identique§150]. Bien que les substitutions d’acides aminés degd’rP de NZW
(Prnp?) et de I/Ln Prnp°) aient montré la similitude entlrnp et Prn-i, les expériences de
sourisPrnp® exprimant des transgénBsnp® ont révélé un « paradoxal » raccourcissement du
temps d’incubationf151]. Or la théorie prédisait un allongement du temjwscdbation,
puisque par croisement Mendélien le g&Pep® paraissait dominanf28, 45] Cette
différence s’explique par le fait que le nombrecdpies du géne de la PrP est augmenté chez
les animaux transgéniquéds]. Lorsqu’on inocule une souris transgéniquePFgp’)Prnp?
'augmentation du nombre de copies du géene de Fad2t prédominant et provogue une
réduction du temps d’incubation. L'ensemble de ergériences indique que le gesiac
comme le genePrn-i fait partie intégrante du gene de la H2B]. Des expeériences plus

récentes de ciblage de gene par hybridation I'epuds démontrf1].

B. Barriére d’espéce

Le passage de prions d’'une espéce a une autreweatns un procédé stochastique,
presque toujours caractérisé par des temps diticubgrolongés au cours du premier
passage dans le nouvel hfit80]. Cela caractérise la barriere d’espece. Les pggnthétisés
de novoreflétent la séquence de la Prde I'hdte[13]. Aprés des passages successifs sur un
méme hote, le délai d’incubation se raccourcit gsqun temps d’incubation minimum

caractéristique.

Le donneur de prion est le dernier mammifére otpassé le prion, et la séquence de sa
PrP détermine «l'espéce » du prion. La souche nlen,pqui semble inscrite dans la
conformation de la Pr® interagit avec la séquence de la PrP du recex@ur déterminer la
structure tertiaire de la nouvelle BfPCes principes ont été démontrés par I'étude de la
transmission de prion de SHa a des souris exprimarRrP transgene de hamster de Syrie
(ShaPrP), abrogeant ainsi la barriere d’esjg2B]. Comme la séquence de la PrP, la lignée
du prion modifie la transmission du prion de SHa sourig61, 71, 127|tableau VIII).
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Temps d’incubation, jours (g/n
Inoculat Hote Lignée Sc237 Lignée 139H
SHa SHa 77 +1 (48/48) 167 + 1 (94/94)
SHa Souris non transgénique >700 (0/9) 499 + 15 (11/11)
SHa Souris Tg(ShaPrP)81/FVB 75 + 2 (22/22) 110 + 2 (19/19)
SHa Souris Tg(ShaPrP)8afnp™® 54 + 1 (9/9) 65 + 1 (15/15)

Tableau VIII : Influence de « I'espéce » et deidmée du prion sur la barriere d’espeéece.

L’inoculation de ces souris Tg(ShaPrP) par desngriodle Hamster de Syrie (SHa)
démontre I'abrogation de la barriere d’espece,radutsant par un raccourcissement des
temps d’incubation par rapport a des souris deckgsauvaggl06]. Le temps d’incubation
aprés inoculation par des prions de SHa est inrese proportionnel a la quantité de
SHaPrP dans le cerveau des souris Tg(SHaRI@p]. Des analyses d’extraits cérébraux
provenant de souris Tg(SHaPrP) malades suite aclilation de prions de souris (Mo) ont
montré que seuls des prions de souris étaient psodaversement l'inoculation de souris
Tg(SHaPrP) avec des prions de SHa conduit seulemknsynthése de prions de SHa. Bien
que le niveau de synthése de la®Pparaisse étre fonction du taux d’expression derk&
dans la souris transgéne, la concentration final®®>® semble étre indépendante du taux
d’expression de la PfH106].

A 'occasion de ces expériences, on découvrit paatd, sur des souris transgéniques non
inoculées que les vieux spécimens qui portaiemomebreux transgenes de PrP développaient
spontanément une ataxie, une paralysie du traitépesr et des tremblemenf$49]. On
pouvait retrouver sur ces souris une profonde myoPanécrosante des muscles
squelettiques, une poly-neuropathie démyélinisamsi qu’'une vacuolisation du systeme
nerveux central. On a constaté que le développenheria maladie était dépendant de la
quantité de transgéne. Par exemple, les sourisHel®8> )7 homozygotes pour le transgéne
SHaPrP développent régulierement la maladie erifeet 600 jours d’age, alors que les

souris hétérozygotes Tg(SHaPPr développent également la maladie mais seuleapat
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650 jours. On peut penser que ces troubles, gpetemt certains symptomes des ESST, sont
dus a la surproduction avec accumulation de Prérdiégue consécutive a la surexpression

d’un transgene de PrP de Hamster.

C. La protéine X

Au cours de I'étude de la transmission de prionmdins a des souris transgéniques
(tableau IX)[138, 139] on constate que les souris exprimant a la fasPll® humaines et
murines sont résistantes aux prions humains. Cetmése que la MoPfPinhibe la
transmission du prion humain, c'est-a-dire la faiorade nouveaux HuUPP® En revanche
les souris exprimant a la fois la MoPrP et la MHU2M chimérique (une PrP hybride de la
PrP murine et de la PrP humaine) sont sensiblegpaars humains. Les souris exprimant
uniquement le transgene chimérigue MHU2MPrP sagérgment plus sensibles (Fig.13). La

MoPrF n’a qu’un effet minimal sur la formation de la MBMPrP>*° chimérique.

Sensibilité augmentée Fig. 13 [79]
seulement avec un Les souris ont une longue période d'incubation aux prions
) . transgéne chimére humains (>1 an). De fagon étonnante, les souris transgéniques
Prions humains souris-humain qui synthétisent la PrP humaine n'ont pas une sensibilité plus

U grande a l'infection. .

L'expression d'un transgéne de souris chimérique qui

présente dans sa zone centrale une partie de la PrP humaine
diminue la durée d'incubation.

Cela suggere qu'une protéine de I'hote désignée Facteur X joue
un réle dans la conversion en interagissant avec la partie souris
de la PrP chimérique

@ PrP transgéne chimérique
souris-humains
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Inoculat Hote Gene MoPrP Ter_nps dincubation (n/n)
en jours
SMCJ | Tg(HuPrP) Prnpg”™ 721 (1/10)
SMCJ | Tg(HuPrP) Prng’ 263 +2 (6/6)
SMCJ | Tg(MHu2M) Prnp”™ 238 +3 (8/8)
SMCJ | Tg(MHu2M) Prng’ 191 + 3 (10/10)

Tableau IX : Preuve de I'existence de la protéinmuwours de transmission de prions
humains a des souris transgéniques

Tg(HUPrP) : Transgéne de PrP humaine.
Tg(MHuU2M) : Transgéne chimérique de PrP hybrideesia PrP murine et la PrP humaine.

Les expériences de transmission de prions humairssauris transgéniques suggerent
I'existence d’une protéine X, se liant avec lesTafec une affinité trés importante pour celle
d’origine homologue. Les affinités presque simédaide la MoPrP et de la MHU2ZMPrP pour
la protéine X s’expliquent de par la similitudeldar séquence d’acides aminés au niveau de
la portion COOH-terminale.

On expligue Tlinhibition limitée de la transmissiode prion de SHa aux souris
Tg(SHaPrP)81/FVB (Tableau VIIl) par une beaucougsgrande similitude entre la SHaPrP
et la MoPrP gu’entre la HUPrP et la MoPrP.

Un mécanisme de réplication du prion expliquantcks génétiques et spontanés de ESST
(fig. 14 page suivant¢p9] a été mis en évidence.

En utilisant des cellules de neuroblastome de saiteintes de tremblante, transfectées
avec des genes de PrP chimére Hu/Mo, on a pu apyutiofes études sur la protéine X. On a
ainsi trouvé que la substitution par un résidu Homada position 214 ou 218 prévenait de la
formation de la Pr¥® [69]. La dysmorphie ainsi produite entrainerait done omodification
au niveau du site de fixation de la protéine Xtdiedant inopérant, et donc interdisant toute
synthése de PrP

Il faut ajouter a cela que la protéine X reste ajag encore hypothétique car son

identification moléculaire n’a pas encore été s&i
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. 14. [39] Synthése de l'initiation etdelaré plication de la PrP *°.

Une PrP*® exogéne initie la synthese en se liant au complexe protéine XIPrP ". Aidé par la protelne X et suivant le
modeéle de la PrP%¢, la PrP" change de conformation et forme une PrP> endogene La PrP%¢ ainsi formée ne peut
plus se lier a la protéine X, le complexe se dlssome alors, libérant la protelne X et la Prp* endogene

Un cycle de rep||cat|on de la synthése de la PrP*° suivant I'apparition de PrP*° endogene La PrP* se ||e encore avec
le complexe X/PrP" pour former un modéle activé Eour la conversion de PrP’en PrP*°. Lorsque la PrP*° est formée,
la protéine X se dissocie et est recyclée. Les PrP>" nouvellement formées peuvent alors faciliter deux cycles de
replication conduisant & une croissance exponentielle de la formation de PrP%

Dans les maladies d'origine génétique et peut-étre dans les maladies d’apparition spontanée par mutation de cellule
somatique, la PrP® mutante peut se lier & la protéine X et former un complexe PrP/X/PrP’/X, qui pourra alors former
une PrP%®™ en 'absence d'un modéle de PrP%. Une fois que cet événement s'est produit, la réplication suit le
modele (B).

Dans les maladies d’origine spontanée, la formation rare d’'un complexe PrP/X/PrP’/X peut conduire & la formation
de novo de PrP*°. Si cet événement rare arrive, la réplication pourra suivre le modéle (B).
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D. Distribution du prion au cours de l'infection

+

En comparant les souriBrnp”® et les sourisPrnp **, on a pu mettre en évidence

I'apparition progressive de PiRlans le cerveau des soWisip”’* [24, 122](tableau X) .

Log Bdunité/ml
Temps Cerveau dRat
post-inoculatior P P’ Pmp” P’
4 jours <15 2.0 5.7+0.9 2.3
2 semaines <15 <15 6.2+0.8 <15
8 semaines 5.4 <15 6.9+1.0 <15
12 semaines 6.8 <15 59+ 0.6 <15
20 semaines 8.6 <15 6.9+0.6 <15
23-25 semaines 8.1+0.8 <15 non fait <15

Tableau X : Dosage du prion dans le cerveau eitéade souri®rnp”* etPran

On constate chez les soufsnp”® seulement un faible taux intracérébral quatresour
apres l'inoculation intracérébrale qui devient etesindétectable. Cela suggere que les prions
sont initialement transportés du site d’injectiodaarate ou ils sont rapidement dégradeés.
Avant ces résultats, on ne savait pas si l'infaitiiode la rate des animaux de type sauvage
était due au transport des prions depuis le sitgedtion ou si elle provenait d’'une synthése
in situ des molécules infectieuses. Comme on retrouve lelsezourisPrnp ** un taux élevé
de prion dans la rate seulement deux semaines EpoEilation alors qu’il est indétectable
dans le cerveau ainsi que dans les sdmig”° , on peut penser que les prions sont en fait
d’abord synthétisés dans la rate. Pour élucideidt@atique chemin suivi par I'infection, des
souris exprimant de maniéere ectopique des PrPruiite été utilisées.
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E. Expression ectopique de PrP chez des souris traigsgsPrnp”°

1. Eclaircissement sur les cellules impliquées damépécation du
prion au cours de l'infection par les ESST

Le fait que les souris dénuées de PrP soieapaties de répliquer le prion montre que
la PrP est un facteur de I'h6te nécessaire a dacatipn ; cependant cela n'implique pas
gu'elle soit suffisante, des facteurs cellulaires tssulaires spécifiques pouvant étre
également indispensables. Afin de savoir quelleg s cellules capables de répliquer le
prion ainsi que son cheminement jusqu’au systenneeng central au cours de linfection,
des souris exprimant une PrP ectopique dans diff@tgpes cellulaires ont été générées.

Il a d’abord été mis en évidence la capaciténdesones a répliquer le prion, grace a des
souris transgéniqueBrnp”® exprimant une PrP de Hamster sous le contréleedemlase
neuro-spécifiqug113]. Chez ces souris, I'expression de PrP de hamsteexelusivement
trouvée dans les neurones. On n’en retrouve autace ni dans les cellules gliales, ni dans
les cellules de la rate ou des nceuds lymphatiduespérimentation montre que ces souris
sont hautement sensibles a l'inoculation intrac&iébpar des prions de hamster. On peut
donc en conclure que les cellules non neuronales) particulier les astrocytes et les cellules
du systeme lympho-réticulé, ne sont pas indispdéasabla réplication du prion aprés
inoculation intra-cérébrale.

Il a ensuite été montré I'implication des asgtes dans la pathogénése des ESST. Des
souris transgéniqueBrnp”® exprimant une PrP de hamster (HaPrP) sous le aentrun
promoteur de protéine acide fibrillaire gliale ét¢ obtenuefl14]. Ces souris, qui expriment
la HaPrP uniquement dans les astrocytes et nos Wenneurones, développent, aprés
inoculation intra-cérébrale par des prions de hemstine pathologie neurologique et
accumulent dans leur cerveau une infectiosité ¢éaux de HaPrP élevé.

Ces deux découvertes montrent que la réplicatioprebn dans les cellules du systeme
nerveux central est 'événement cardinal de la qughie des ESST. Néanmoins les ESST
sont le plus souvent transmises par des voiesh@@iques du type voie orale (au moins pour
les deux maladies épidémiologiquement importantesiadment que sont 'ESB et le vMCJ).
Afin de démontrer le rdle du systeme lympho-régcdans I'acheminement et la réplication
du prion de la lumiere intestinale jusqu’au systameveux central, on a généré des souris
transgéniquesPrnpo’0 portant un transgéne de PrP sous le contrdle pfamoteur d’'IRF1

[108]. Ces souris expriment des taux élevés de PrP ldarigmphocytes B et T, et un trés
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faible taux dans le cerveau. Aprés inoculationanmtéritonéale de prions de souris, on
retrouve précocement des taux de prions danstéaetale thymus comparables a ceux
rencontrés lors d’infection de souris de type sgavd&n revanche on ne retrouve aucune
infectiosité dans le cerveau six mois apres l'ulaton ; les souris Tg ne présentent
également pas de symptome neurologique. On a égataranstruit des souris transgéniques
Prnp”® portant un transgéne de PrP sous le contrdle pfamoteur ddck sur-exprimant la
PrP dans les lymphocytes T, a un taux 100 foisrseyoéa celui rencontré chez les souris
sauvage$115]. En revanche, ces transgenes n'expriment auctiel&hs les lymphocytes
B. De fagon étonnante ces souris sont résistantastramblante, et sont incapables, aprés
inoculation intra-péritonéale, de répliquer le pritans la rate, le thymus ou le cerveau. Cela
nous montre que l'expression de PrP n’est passsulie dans les lymphocytes T pour
répliquer le prion, suggérant la nécessité d’'uneiacspécifique type protéine M39] qui
serait absent du métabolisme des lymphocytes B et aussi en évidence I'importance des

lymphocytes B dans la progression de I'infection.

2. Preuve transgénique de la présence de prions elamgdcle

En 1994, une nouvelle forme de la maladie de CreldtzJakob, appelée vMCJ, a été
décrite. Son origine supposée (consommation deupsdontenant des prions d’ESB)
imposait de s’assurer que les muscles d’animauingt d’encéphalopathie a prion ne
contenait pas d’agents infectieux. Les tests aagsi (inoculation a des souris, Western blot,
ELISA) n'ont jamais mis en évidence de Préfans les muscles d’animaux atteints d’ESB.
Cependant Stanley B. Prusiner montra que les nasgeelettiques (surtout ceux du train
postérieur) de souris inoculées par des prionsigieéé Me7 ou RML (Rocky Mountain
Laboratory), contenaient un titre en prions élgv&. Pour savoir si ces prions sont seulement
accumulés par le muscle ou s’ils y sont prodintsity, il utilisa des souris transgéniques.
Trois types de souris transgéeniques exprimant de€€topiques ont été produits :

- (1) Des souris PP possédant des transgénes de PrP de
souris, sous la dépendance d’'un promoteur qui steepdans
le muscle (actine), ces souris sont désignées:-acifn-
MoPrP)6906Prnp”°.

- (2) Des souris PP possédant des transgénes de PrP de

hamster de Syrie, sous la dépendance d'un promafeur
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s’exprime dans le muscle (MCK), ces souris sonfgiées
Tg(MCK- SHaPrP)877%rnp”®.

- (3) Des souris P possédant un transgéne de PrP de souris,
sous la dépendance d’un promoteur qui s’exprima tfoie
(TTR), ces souris sont désignées Tg(TTR-MoPrP)8332/
Prnp”®.

Toutes ces souris ont la particularité de ne greda PrP que dans les sites d’expression
du transgene (muscles pour les deux premieresuttnsent dans le foie pour la derniére)
aprés inoculation intrapéritonéale ou intracérébraks résultats de I'expérience montrent
gue les prions s’accumulent dans les muscles nagsdans le cerveau si les PrP sont
produites dans les muscles. Les quantités de pion$ trés variables en fonction des
muscles. Lorsque la PrP est exprimée dans le émiene trouve qu’une faible quantité de
prions dans le cerveau et le foie. Il existe uguésthéorique que la viande issue d’animaux
atteints de maladie a prion contienne des prioepe@dant les conditions expérimentales trés
particulieres ne permettent pas d’extrapoler csslta@s a des animaux comme le mouton ou
la vache ; cela souligne cependant la nécessit@odesuivre des recherches dans cette
direction. Dans la plupart des pays d’Europe, ®ige carcasses qui sortent des abattoirs sont
systématiquement testées pour 'ESB, donc on pengidérer que les produits a risque sont

systématiquement écartés de la consommation.

[ll. Apports sur des maladies particuliéres

Les maladies a prions d’origine animale ('ESB auremblante) comme celles d’origine
humaine sont une affaire de santé publique. Il acdété nécessaire d’approfondir les
recherches dans cette direction.

A. Etude transgénique des maladies a prion humainéditares

Approximativement 10 a 20 % des maladies a priomdines sont d’origine héréditaire
avec un mode de transmission autosomique domifAace. jour, on a identifié une vingtaine

de mutations du géne de la PrP pouvant entraireemddadies neurodégénératijésS6].
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Cing de ces mutations sont génétiquement liéeslaixcontrélant I'apparition des trois
maladies a prion humaines (fMCJ, GSS et HRI[J, 51, 53] On a pu transmettre ces

pathologies aux animaux d’expérience afin de mies»étudier.

On a ainsi produit des souris portant un transgir®rnp exprimant une proline a la place
d’une leucine au niveau du codon 101, équivalerigeutation humaine P102L responsable
de la GSS (Fig. 15). Ces souris, nommeées Tg(MoRMB, développent spontanément des

symptémes similaires a la tremblante de la sowssl'dge de 150 a 300 joy6s, 136]

, Fig. 15 [79]
SPERENEMEN malase Les Souris transgéniques qui synthétisent la PrP
_/‘ mutée P101L développent spontanément une

encéphalopathie spongiforme.

Dans certaines conditions la PrP*° produite dans le
cerveau de ces souris est elle-méme infectieuse.

Souris transgénique
PrP-P101L

On a ensuite introduit ce transgéne dans des sdmg’®. Les souris obtenues
(Tg(MoPrP-P101LPrnp™®) montrent un grand synchronisme dans I'apparitieria maladie
vers 145 jours d’age, délai qui se raccourcit arenv85 jours pour les souris homozygotes
obtenues par croisement. En revanche les sounsggéaiques sur-exprimant des PrP de type
sauvage de manieére équivalente ne déclarent pagasgment la maladie ; elles restent
sensibles a linoculation par des prions murinscawme forte diminution des délais
d’'incubation. De plus on a montré que des extrdiés cerveau provenant des souris
spontanément malades ont un pouvoir infectieux aemnt par inoculation une
encéphalopathie chez des souris de type sauvagea dlonc bien dans le cerveau des souris
Tg(MoPrP-P101LPrnp”° une formatiorde novode priong65, 136]

On a pu ensuite étudier la transmission de priomsains provenant de malades atteints de
GSS a des souris transgéniques exprimant une BrBg&ne chimérigue humain-souris
portant la mutation P101L. On constate alors uranstnission effectivg139]. Des
expériences similaires ont été faites avec lesautraladies a prions humaines héréditaires

montrant aussi une transmission spécifigie 137, 139]
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Par contre les souris transgéniques sur-exprimast RrP mutante de souris avec un
glutamate a la place de la lysine au niveau durtd®®, équivalent de la mutation du codon
200 entrainant la fMCJ(E200K), ne développent pasimnément la maladj@36]. Il en est
de méme pour les souris transgéniques (Tg(MoPrRLadbdélisant une GSS causée par une
mutation au niveau du codon 145 (une tyrosine abstguée par un codon stop). Non
seulement ces dernieres ne développent pas de imalaahtanée, mais en plus elles sont
résistantes a l'inoculation par des prions murj@2]. Cela montre les limites de ces

expérimentations.

B. Etude transgénique de 'ESB

L’ESB n’étant que tres difficilement transmissildlda souris de laboratoire classidG6]
et les temps d’incubation sur les bovins étant &st@ement longs, il fut rapidement important
de modéliser la maladie a l'aide des souris tramggés. C'est ce que firent Telling et

Prusiner en construisant & partir de soBrisp”°

, des souris transgéniques exprimant des PrP
bovines (Tg(BoPrP)) ainsi qu’'une PrP chimériqueitvamurin (Tg(MBo2M) hybride de PrP
de souris et de PrP de boyir28] . Aprés inoculation par différentes lignées demsibovins,

on obtint les résultats suivants :

- les chiméres bovin-marigont insensibles aux prions bovins ;

- les souris transgéniqligéBoPrPPrnp”® sont sensibles & I'inoculation
par les prions bovins avec une réduction moyensdeaiaps d’incubation ;

- les lésions du systemerveux central ainsi que les zones ou se
concentrent les PP sont comparables chez les souris Tg(BoPrP) etbteéns atteints
d’ESB.

- aprés digestion par Imt@inase K, la PP formée par les souris
Tg(BoPrP), produit trois types de molécules de paitbléculaire 28kDa, 23kDa et 17 kDa
(correspondant aux formes diglycosylée, monoglyléasgt non glycosylée de la PP et ce
avec un ratio correspondant a celui produit paphasns bovins. Il faut d’ailleurs noter que
I'on retrouve un ratio quasi-identique avec le®psi provenant de malades atteints de vMCJ
[41] ;

- en comparant les strregudes PrP chimériqgues MHuU2M et MBo2M, on
a pu mettre en évidence une région de la PrP, mantdes résidus 184,186,203 et 205
(fig.16), modulant la transformation de la Préh PrB° et donc aussi la transmission de la
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maladie. Cela pourrait donc expliquer linsenstbilides souris Tg(MBo2NPrnp”™® aux

prions bovins.

Fig. 16

Les résidus de PrP dirigeant la transmission des fons. [128]

La structure par RMN de la ShaPrP recombinante2@X)-montrée avec I'’hypothétique épitope formélesar
résidus 184,186,203 et 205 surlignés en rougeré&sdus supplémentaires (138, 139, 143, 145, 148%tqui
participent peut-étre au contrdle de la transmisedigs prions entre espéces sont représentés eheerésidus
168, 172, 215 et 219 qui forment I'épitope poulidegson a la protéine X sont montrés en bleu. usttation fut
produite avec BIOSYM/INSIGHT II.

L'étude de 'ESB grace aux souris transgéniquesrc dapporté, outre la modélisation
expérimentale de la maladie, des informations it@mbes sur la structure des PrP ainsi que la
possibilité de titrage des prions bovins dans dé&lsisl plus rapides gu’avec des souris
sauvages. Ces méthodes de dosage peuvent étre gramde utilité en matiere de santé
publique, que ce soit pour la viande destinée @lsommation ou pour les produits dérivés

des bovins.

C. Preuves transgéniques de la transmission de I'ES®@&me

Le nouveau variant de la maladie de CreutzfeldoldgkMCJ) est apparu au cours de la
derniere décennie, entrainant la mort de jeunekeadet d’adolescents. Or la concordance
épidémiologique avec 'ESR57, 158] des électrophoréses des ¥iddmparablef41], ainsi

gue la transmission de ces deux pathologies aales s1on transgéniqugd2, 63] et a des
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primateg[77], ont conduit la communauté scientifique a penseraps deux maladies étaient

lides.

Stanley B. Prusiner a alors utilisé des sourissganiques exprimant la PrP bovine
(Tg(BoPrPPrnp”®) [129]. Il a inoculé ces souris avec des extraits provemE bovins
atteints d’ESB, d’humains atteints de vMCJ et deitoos atteints de tremblante.

Les souris Tg(BoPriPrnp”® inoculées par les prions d’'ESB ou de vMCJ dévedoppine
maladie cliniquement comparable, et ce dans dessdgliasi-identiques (environ 250 jours).
En revanche, ces mémes souris contaminées paridas gde tremblante ont développé une

encéphalopathie aprés seulement 201 jours.

La localisation des Iésions du systeme nerveuidestique pour les souris inoculées avec
du prion d'ESB ou de vMCJ, et tres différente paetles inoculées avec du prion de

tremblante (fig.17). Sheep Sc (N=6)

Fig. 17. [129] —_

Histogramme de vacuolisation chez des souris téarigges
Tg(BoPrP)Prnp0/0 inoculées avec des prions etasltiante
(Sheep Sc), d’ESB (BSE) et de vMCJ (vCJID).

Les histogrammes de 'ESB et de la vMCJ sont thédlasres
et sont tous deux différents de celui de la tremtela Les o
variations moyennes et standards sont indiquées.nd@cortex ; HC Hp Th Hb Hy ©d BF BS PO
Hb,  hippocampe; Th, thalamus; Hb, habenul BSE (N=9)
Hy,hypothalamus ; Cd, noyau caudal ; BF, cerveasalbaBS,
cerveau moyen ; PG, periaqueductal gray. N= nordtaBimaux
analysés

-
¥

Vacuolation Score

3
3 ] .8
On a également constaté que les >Prftoduites 3
§

apres inoculation d’ESB ou de vMCJ possédent

méme ratio des formes non, mono et diglycosylées |
MG Hp Th Hb Hy Cd BF BS PO

qui traduit une structure tertiaire de ces deuxenues VCJD (N=5)

au minimum tres proche (fig. 18)8]. 30

j

m.
On peut donc en conclure que les prions d’'ESB e §

VMCJ proviennent de la méme lignée et que finalém % 10
=
la vVMCJ est bien apparue a la suite de consomma

[ i iné - : Cd BF BS PG
humaine de produits contaminés par des pri HC W Th 1o Wy
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provenant de bovins atteints d’'ESB.

EXTRAITS DE CERVEAUX HUMAINS EXTRAITS DE CERVEAUX ANIMAUX

r
-

- - - - -
>

- = —
Sporadique CJD iatrogene V CJD BV. BSE Chat Macaque
kudu
Type 1 Type 2 Type 3 Type 4 Type 4 Type 4 Type 4

Fig. 18. [78] Tableau comparatif du ratio de formede PrP non, mono et diglycosylées produites
lors de diverses ESST humaines et animales.

On retrouve un ratio comparable pour la vMCJ, I'E&Bkudu du chat et les macaques contaminés par
des prions d’ESB, démontrant une structure teetieimparable pour les Pfroduites au cours de ces
différentes maladies et donc une origine commune.

En revanche ces expériences montrent que les BS8 sont tres différents de ceux de
tremblante. Méme si on continue de penser que I'E&B/e de la tremblante, les détails de

I'origine de cette maladie restent a déterminer.

De récentes expériences ont été conduites surades sransgéniques dénuées de gene
prnp exprimant un transgene de PrP humaine codaunt yn double allele méthionine au
codon 129 (Tg(HuPrP129%tPrnp”9)-35 ou plus simplement 129MM Tg38)2]. Le géne
de PrP humaine code au niveau du codon au niveaadiPpour la méthionine (M), soit pour
la valine (V). Ce déterminisme est une clé de tesibdité humaine aux ESST et affecte I'age
d’apparition des troubles lors des ESST herédagdRe John Collinge et son équipe ont
inoculé des souris 129MM Tg35 avec différents typegrion provenant de malades atteints
sMCJ, de ESB et de vMCJ. lIs ont pu constater ggesouris étaient trés sensibles a la sMCJ
(26/26) et légerement sensibles a la BSE (6/49 ¢ vMCJ (1/14). En revanche, les
recherches biochimiques et histologiques ont momfué les souris asymptomatiques

présentaient des lésions cérébrales avec accuotubdgi Pr (14/14 pour la vMCJ et 14/49
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pour la ESB). Cela remet en question la notionateidre d’espéce qui se basait jusque la sur
I'apparition de signes cliniques. De plus, cela meet évidence I'existence de porteur
asymptomatique de prion qui pourrait étre, dansake d’humains contaminés par 'ESB, la
source de contamination iatrogene.

Ces expériences ont aussi montré une grande sidalihistologique et biochimique des
PrP° produites par les souris 129MM Tg35 inoculées Iparprions d’'ESB et de VMCJ ;
confirmant ainsi la relation de cause a effet |seg deux maladies.

Il a aussi été mis en évidence, suite a I'inocataties souris 129MM Tg35 par des prions
d’ESB, I'existence d’un phénotype de Btindifférentiable de celui produit aprés inoculatio
par des prions de sMCJ. En admettant que ce madeéten est une sensibilité a 'ESB
comparable a celle de I'espece humaine, ce résuoifdique que la contamination humaine
par 'ESB pourrait entrainer des formes d’ESSTan point comparables a la sMCJ et non a
la vMCJ. Cela nous pousse donc a reconsidérerélaafamce de la contamination humaine
par 'ESB.
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Conclusion

Nous avons donc vu dans ce travail un évedtsl avancées permises par les souris
transgéniques. Les connaissances sur les ESSTuoaihgl grandement progresser avec en
particulier la vérification de I'hypothése du priohNéanmoins, il reste de nombreuses
incertitudes, notamment concernant le mécanisnrémliEation du prion, avec l'intervention
d’'une hypothétique protéine X. Il faut cependantligmer les limites de la méthode, avec
I'existence de résultats contradictoires. En madifile génome des souris, on modifie le
terrain de maniere non contrélable. Les résultascds études doivent toujours étre
interprétés avec précaution.

Les connaissances actuelles de ces maladiggeonis une prévention que l'on espére
efficace des risques de zoonose. Elles n’ont mattisement pas empéché la crise qui touche
le monde de I'élevage.

De I'étude compléete de ces maladies, qui réstee jour fatales, pourra se dégager une
éventuelle thérapie, et I'outil transgénique, dfftieoune infinité de possibilités d’exploration,
contribuera certainement a cet avénement.
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Titre de lathése : INTERET DE L'UTILISATION DES SOURIS
TRANSGENIQUES DANS L’ETUDE DES ESST

RESUME :

Les encéphalopathies spongiformes subaigués trasitieis telles la maladie de
Creutzfeldt-Jakob ou I'encéphalopathie spongifofmogine sont des pathologies fatales et
transmissibles, en particulier a ’lhomme. Son agefeictieux nommé « prion » par Stanley
B. Prusiner dés 1982 est longtemps passé au traesrglifférents moyens d’exploration
classiques. Dans ce travail nous nous attachonsritren les différentes avancées que

I'utilisation des souris transgéniques ont appartétude du prion et des différentes ESST.

The Transmissible Subacute Spongiform Encephal@satbuch as Creutzfeldt-Jakob's
disease or Bovine Spongiform Encephalopathiesaet pathologies that can be transmitted
to man. The infecting agent, which was first cakleprion » by Stanley B. Prusiner in 1982,
has for a long time been just a working hypothesils the classical research methods.

The new advances in the study of prion and theswdifft prion diseases made by using

transgenic mice, will be shown in this thesis.
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